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(57) Abrege : La presente invention concerne des methodes et composes susceptibles de moduler le transport inverse du cholesterol 
chez un mammifere ainsi que des methodes de criblage permettant de selectionner, d'identifier et/ou de caracteriser des composes 
capables de moduler le transport inverse du cholesterol. Elle concerne egalement des cellules, vecteurs et constructions genetiques 
utilisables pour la mise en oeuvre de ces methodes, ainsi que des compositions pharmaceutiques destinees au traitement de l'athero- 
sclerose. Les methodes de l'invention sont basees sur l'utilisation d'elements de reponse a LRH-1 derives du promoteur du gene apo 
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PROCEDE POUR IDENTIFIER PES COMPOSES MODULANT 
LE TRANSPORT INVERSE DU CHOLESTEROL 

La presente invention concerne des methodes et composes susceptibles de raoduler 
le transport inverse du cholesterol chez un mammifere ainsi que des methodes de 
criblage permettant de selectionner, d'identifier et/ou de caracteriser des composes 
capables de moduler le transport inverse du cholesterol. Elle concerne egalement des 
cellules, vecteurs et constructions genetiques utilisables pour la mise en oeuvre de ces 
methodes, ainsi que des compositions pharmaceutiques destinees au traitement de 
Patherosclerose. 

L'atherosclerose est une cause majeure de morbidite, de mortalite, d'infarctus du 
myocarde, d'ischemie cerebrale, de maladies cardiovasculaires et de la 
vascularisation peripherique. L'hypercholesterolemie et la surcharge en cholesterol 
des macrophages, impliquees dans Pinflammation vasculaire, sont des facteurs 
majeurs qui contribuent a Patherosclerose. L'hypercholesterolemie est actuellement 
traitee grace a la combinaison d'un regime alimentaire et d'une intervention 
medicamenteuse avec, par exemple les statines ou des agents sequestrant les acides 
biliaires. Le developpement de nouvelles strategies therapeutiques est cependant 
necessaire pour pallier aux limites des therapies existantes. 

Le transport inverse du cholesterol, mis en oeuvre par les HDL («High Density 
Lipoproteins » ou Lipoproteins de Haute Densite), permet de decharger le 
cholesterol qui s'accumule dans les tissus peripheriques et assure son elimination 
metabolique via le foie. H contribue ainsi a la protection de Porganisme contre 
Tatherosclerose. L'apolipoproteine A-I (apo AI) est un constituant fondamental des 
HDL, responsable de leur efficacite. A cet egard, Paugmentation de ^expression de 
l'apo AI a un effet protecteur contre l'atherosclerose. L' expression de Papo AI est 
regulee par des hormones ou des agents therapeutiques tels que les fibrates. Le role 
crucial des recepteurs nucleaires tels que HNF4, PPARa ou RORa dans le controle 
de la transcription du gene apo AI a ete demontre. PPARa est notamment 
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responsable de 1' augmentation de Fexpression de l'apo AI par les fibrates observee 
chez rhomme et utilisee en clinique humaine pour le traitement des dyslipidemies. 
L'identification de nouvelles voies de signalisation intracellulaire impliquees dans le 
controle de l'expression de Papo AI permettrait done de definir de nouvelles 
5 strategies therapeutiques susceptibles d' augment er l'efficacite du transport inverse 
du cholesterol et done de proteger contre F atheroscleroses 

Les recepteurs nucleaires aux hormones forment une grande famille de facteurs de 
transcription dont Pactivite est modulable par des ligands naturels et/ou artificiels. 
10 Ces facteurs de transcription controlent l'expression de leurs genes-cibles en se liant 
generalement a des elements de reponse specifiques agissant en cis et en recrutant 
des proteines accessoires necessaires a P activation de la machinerie 
transcriptionnelle. 

Le recepteur nucleaire LRH-1 (Liver Receptor Homolog-1), egalement connu sous 
15 les noms NR5A2, CPF, hBlF, PHR ou FTF est un recepteur orphelin pour lequel 
aucun ligand n'a ete identifie [1]. LRH-1 est un homologue du recepteur FTZ-F1 de 
drosophile dont le paralogue chez Phomme est le recepteur SF-1. Au moins deux 
isoformes, issues probablement d'une utilisation alternative de certains sites de poly- 
adenylation, ont ete identifiees [2]. L'expression de LRH-1 est confinee au foie, au 
20 pancreas exocrine et a Pintestin ainsi qu'aux ovaires [3] et aux pre-adipocytes. LRH- 
1 est exprime precocement lors de Pembryogenese [4 5 5]. 

LRH-1 ne forme pas d'heterodimere avec RXR mais se lie ? en tant que monomere, 
sur un element de reponse de PADN de sequence YCAGGGYCR dans laquelle Y= 
T ou C ? R= G ou A. Plusieurs genes cibles ont ete identifies dans le controle de la 
25 synthese ou du transport [6] des acides biliaires, du metabolisme des steroides [3] et 
des lipoproteins [7, 8] ainsi que dans le controle de la transcription ou du 
developpement. LRH-1 semble egalement implique dans le developpement de 
Pendoderme [1]. 

30 La presente invention est fondee sur P observation du role de LRH-1 dans 
l'expression du gene humain codant pour Papolipoproteine AI (apo AI) ainsi que sur 
Pinteraction directe qui se produit entre LRH-1 et un fragment du promoteur de ce 
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gene. Elle est fondee egalement sur Pobservation originale d'une stimulation de 
Pactivite du promoteur de Papo AI humain par la sur-expression de LRH-1. Elle se 
fonde egalement sur Identification d'un element de reponse fonctionnel a LRH-1 a 
la jonction des regions B et C du promoteur du gene de Papo AI humaine (definies 
5 selon [16]) et la caracterisation de sa sequence. 

La presente invention demontre ainsi pour la premiere fois une modulation de la 
production de Papo AI par le recepteur nucleaire LRH-1. La presente invention 
fournit ainsi de nouvelles cibles et de nouvelles approches pour la recherche de 
10 composes capables de reguler Pexpression de cette proteine, Pactivite des HDL ou le 
transport inverse du cholesterol. 

L'invention fournit egalement des methodes pour accroitre le transport inverse du 
cholesterol basees sur Putilisation de composes qui modulent la liaison de LRH-1 au 
promoteur de Papo AI et/ou Peffet de celui-ci sur la transcription du gene humain de 
15 PapoAI. 

L'invention fournit aussi des methodes de criblage destinees a selectionner, identifier 
ou caracteriser des substances therapeutiques capables de moduler Pexpression du 
gene humain de Papo AI et/ou Pactivite des HDL et/ou le transport inverse du 
20 cholesterol. 

Selon un mode de realisation particulier, les methodes de criblage selon Pinvention 
incluent plus particulierement les etapes suivantes : 

25 - la mise en contact d'un ou de plusieurs composes avec une construction 

d'acide nucleique comprenant au moins un element de reponse a LRH-1 du 
promoteur du gene humain de l'apo AI ou un variant fonctionnel de celui-ci, 
la determination de la liaison eventuelle desdits composes sur le ou les 
element(s) de reponse, et 

30 - eventuellement la comparaison de la mesure precedente avec une mesure 

realisee dans les memes conditions mais avec une construction d'acide 
nucleique comprenant au moins une copie mutee d'un element de reponse a 
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LRH-1 du promoteur de Papo AI humaine. 

Generalement, ladite mise en contact est realisee dans des conditions susceptibles de 
permettre auxdits composes de se fixer sur ledit element de reponse. 

5 

Preferentiellement, la methode selon l'invention comprend : 

la mise en contact d'un compose test avec une construction d'acide nucleique 
comprenant, comme unique element de reponse a LRH-1, au moins une copie 
10 de P element de reponse a LRH-1 du promoteur du gene humain de 

Papolipoproteine AI constitue de la sequence (SEQ ID NO : 1) suivante : 
5'-CTGATCCTTGAAC-3', et 
- la determination de la liaison eventuelle dudit compose test sur Pelement de 
reponse, et 

15 - eventuellement, la comparaison de la mesure precedente avec une mesure 

realisee dans les memes conditions mais avec une construction d'acide 
nucleique comprenant au moins une copie mutee d'un element de reponse a 
LRH-1 du promoteur de Papo AI humaine. 

20 Selon une forme particuliere de realisation du procede de l'invention, les conditions 
susceptibles de permettre aux dits composes de se fixer sur le ou lesdits element(s) 
de reponse a LRH-1 comprennent la presence du recepteur LRH-1, en general 
exogene, (par exemple sous forme de monomere) ou d'un equivalent fonctionnel, et 
la determination de la liaison eventuelle dudit compose test sur Pelement de reponse 

25 a LRH-1 et/ou sur le complexe forme par la liaison de LRH-1 a son element de 
reponse. 

Selon un autre mode de realisation particulier (test d'activite transcriptionnelle), on 
mesure Peffet d'un ou de plusieurs composes tests, eventuellement en presence du 
30 recepteur LRH-1 exogene ou d'un equivalent fonctionnel de celui ci, sur Pactivite 
transcriptionnelle d'un promoteur comprenant au moins un element de reponse a 
LRH-1 selon l'invention. Un tel test est preferentiellement realise en systeme 
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cellulaire, par determination de Pexpression d'un gene rapporteur place sous le 
controle d'un tel promoteur, notamment dans une cellule comprenant du LRH-1 
exogene ou un equivalent de celui-ci et/ou comprenant un ligand de LRH-1 ou un 
equivalent fonctionnel de celui-ci. Selon un autre mode de realisation, le test est 
5 realise dans une cellule comprenant (e.g., exprimant, de maniere naturelle ou 
recombinante) le recepteur LRH-1 ou un equivalent fonctionnel de celui-ci. 

Une forme preferee de mise en oeuvre de V invention consiste a utilises 
eventuellement en presence de LRH-1 exogene ou d'un equivalent de celui-ci, une 

10 cassette d' expression combinant un ou plusieurs elements de reponse a LRH-1, selon 
Pinvention, avec un gene rapporteur. Avantageusement, ledit gene rapporteur est 
place sous le controle d'un promoteur comprenant au moins une copie du ou desdits 
elements de reponse, par exemple, le promoteur de l'apo AI ou des variants ou 
fragments de celui-ci. Tout gene connu de l'homme du metier dont l'activite ou la 

15 presence dans des extraits biologiques est facilement mesurable peut etre utilise 
comme gene rapporteur pour la mise en oeuvre du precede de criblage. 

Selon une forme particuliere de realisation de Pinvention, la methode de criblage 
comprend les etapes de : 
20 - mise en contact d'un compose test avec une cellule hote comprenant une 

cassette d' expression d'un gene rapporteur, ladite cassette comprenant un 
gene rapporteur place sous le controle d'un promoteur comprenant, comme 
unique element de reponse a LRH-1, au moins une copie de P element de 
reponse a LRH-1 du promoteur du gene humain de Papolipoproteine AI 
25 constitue de la sequence (SEQ ID NO : 1) suivante : 5'- 

CTGATCCTTGAAC-3 ' , et 
- determination de l'effet de la presence du compose test sur la liaison de 
LRH-1 a Pelement de reponse ou sur Pexpression du gene rapporteur. 

30 Preferentiellement, la cellule hote comprend un recepteur LRH-1 exogene ou un 
equivalent fonctionnel de ce dernier et/ou un ligand de LRH-1 ou un equivalent 
fonctionnel de ce dernier. 
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Selon un autre mode de realisation particulier de Pinvention, la methode comprend 
la determination du niveau d' expression du gene rapporteur en presence du compose 
test et en P absence dudit compose, une augmentation ou une diminution du niveau 
5 d'expression du gene rapporteur signalant Paptitude du compose test a moduler le 
transport inverse du cholesterol. 

Les composes susceptibles d'etre identifies par le precede de Pinvention peuvent 
etre des composes de nature, structure et origine varices, notamment des composes 
10 biologiques, des facteurs nucleaires, des cofacteurs, des composes chimiques, 
synthetiques, etc., capables de modifier Pactivite de LRH-1. II peut s'agir egalement 
de banques, notamment de banques combinatoires, de chimiotheques ou, de banques 
de proteines, peptides ou acides nucleiques, par exemple de clones codant une ou 
plusieurs proteines, peptides ou polypeptides liant PADN. 

15 

Les methodes selon Pinvention peuvent etre utilisees pour selectionner, identifier ou 
caracteriser des composes capables de modifier la liaison de LRH-1 et/ou des ses 
cofacteurs a Pun et/ou Pautre de ses element(s) de reponse et/ou de moduler (i.e. 
augmenter ou diminuer) P expression du gene codant pour Papo AI humaine et ainsi 
20 Pexpression de Papo AI humaine et/ou de moduler Pactivite des HDL et/ou de 
moduler le transport inverse du cholesterol. 

L'invention decrit encore Putilisation des composes ainsi selectionnes, dans la 
preparation d'une composition destinee a moduler le transport inverse du cholesterol 
25 ou Pactivite des HDL, ainsi que les methodes de traitement correspondantes. 

Dans le but de faciliter la comprehension de la presente demande, les definitions 
suivantes sont fournies, qui precisent ou complement leur signification habituelle. 

30 "Apolipoproteine AI" ou apo AI: L'apolipoproteine AI est une proteine de 243 
acides amines qui contient une extremite amino-terminale globulaire et une 
extremite carboxy-terminale qui est capable de se lier aux lipides [9]. Cette proteine 
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est un constituant majeur des lipoproteines de haute densite et joue un role 
fondamental dans le transport inverse du cholesterol [10, 11]. Le gene, l'ADNc et 
PARNm de l'apo AI ont ete clones et sequences [12-14], et sont accessibles sur les 
banques de donnees Genbank® (par exemple sur Internet a l'adresse : 
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov) sous les numeros d'acces : NM_000039 ? M20656 
(Promoteur) et J00098. 

"High Density Lipoprotein (HDL)" : Les particules HDL sont des lipoproteines de 
haute densite (l,063-l,21g/ml) reputees pour avoir un role protecteur contre 
Patherosclerose principalement du fait de leur capacite a extraire le cholesterol des 
cellules peripheriques et a promouvoir son retour vers le foie ou il est elimine [10]. 
L'apo AI est le constituant proteique majeur des HDL, representant jusqu'a 70% des 
proteines. Elles comportent egalement de l'apo All, de l'apo CI, de l'apo CII, de 
l'apo CIII et de l'apo E en plus faible proportion. 

"LRH-1" : Le recepteur LRH-1 a ete isole, caracterise et sequence chez l'homme et 
chez le rat. La sequence de PARNm est disponible egalement sur les banques de 
donnees Genbank®, sous les numeros d'acces NMJ)03822, NMJ330676 et 
NM_021742 pour l'homme, la souris et le rat, respectivement. La region de LRH-1 
impliquee dans la liaison a l'ADN (« DNA Binding Domain ») est principalement 
comprise entre les residus Glu38-Aspll3 de la proteine humaine (correspondant a 
319-546 dans NM_003822) ou entre les residus Glul05-Aspl80 de la proteine de 
souris. 

L' expression « equivalent fonctionnel » qui fait reference au recepteur LRH-1, 
designe tout polypeptide derive de la structure du recepteur LRH-1 et conservant la 
capacite de liaison a Pelement de reponse notamment tout element de reponse de 
sequence SEQ ID NO : 1 ou des variants fonctionnels de celle-ci. Les equivalents 
fonctionnels peuvent etre des variants naturels (polymorphisme, epissage, etc.), des 
fragments, mutants, deletants, etc. Preferentiellement, il s'agit de polypeptides 
comprenant au moins une region d'acides amines identique a 60% au moins a celle 
du recepteur LRH-1, de maniere preferentielle a 75% au moins et de maniere encore 
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plus preferentielle a 90-95% au moins. L' expression inelut egalement les fragments 
du recepteur LRH-1, notamment les fragments contenant le site de liaison a l'ADN 
du recepteur LRH-1 . 

5 Le terme "transport inverse" est employe pour designer le mecanisme physiologique, 
parfois defaillant, par lequel le cholesterol en exces dans les tissus peripheriques est 
pris en charge par des lipoproteines de haute densite, les HDL (High Density 
Lipoprotein), puis transports vers le foie pour etre elimine. 

10 A. Identification d'un element de reponse a LRH-1. 

La presente invention demontre l'implication et le mecanisme d'action de LRH-1 
dans la regulation de l'expression de l'apo AI et, ce faisant, dans la regulation du 
transport inverse du cholesterol. La sur-expression de LRH-1 se traduit par une 
1 5 augmentation de Pactivite du promoteur de l'apo AL L'invention revele, par ailleurs, 
la sequence precise de 1* element de reponse a LRH-1, au sein du promoteur du gene 
codant pour l'apo AI humaine. 

L'invention porte egalement sur des constructions particulieres, notamment des 
acides nucleiques comprenant des elements de reponse a LRH-1, ainsi que des 
20 cassettes, vecteurs et cellules recombinantes les contenant. 

Ainsi l'invention fournit la sequence (SEQ ID NO : 1) de l'element de reponse a 
LRH-1 , identifie initialement au sein du promoteur du gene humain de l'apo AI, 
responsable d'une interaction entre LRH-1 et le promoteur apo AI et de la regulation 
25 par LRH-1 de l'expression de l'apo AI. 

3 regions fonctionnelles differentes ont ete identifies au sein du promoteur de l'apo 
AI [15]. Dans le document present, les regions fonctionnelles du promoteur du gene 
de Papolipoprotein A-I sont nominees A, B et C selon la nomenclature definie 
3 0 precedemment [16]. 

Ainsi, la presence des regions B et C (SEQ ID NO : 3 et 4) provoque une 
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augmentation par LRH-1 de Pexpression d'un gene rapporteur (cf. : exemples 1, 2, 5 
et 6). 

Un objet particulier de Pinvention reside dans un acide nucleique comprenant la 
sequence SEQ ID NO : 1 suivante : 
5 5'-CTGATCCTTGAAC-3', ou un variant fonctionnel de celle-ci (« element de 
reponse LRH-1 »). 

Un autre objet de Pinvention reside dans une construction d'acide nucleique 
comprenant un element de reponse LRH-1 tel que defini ci-dessus. II peut s'agir 
notamment d'une cassette d' expression comprenant au moins une copie d'un 

10 element de reponse tel que defini ci-avant 

L'invention a egalement pour objet une cassette d'expression comprenant au moins 
une copie du fragment d'acide nucleique comprenant ou de preference caracterise 
par la sequence SEQ ID NO : 1 suivante : 

5 ' -CTGATCCTTG AAC-3 ' , ou un variant fonctionnel de celle-ci, et un promoteur, 

15 choisi parmi le promoteur immediat du CMV et le promoteur PGK, associe a un 
gene rapporteur place sous le controle dudit promoteur. 

Une telle cassette d' expression peut notamment etre utilisee pour le criblage in vitro 
de composes capables de moduler Pactivite des HDL. 

L 5 invention conceme encore tout promoteur artificiel ou chimerique comprenant un 

20 element de reponse a LRH-1 tel que defini ci-avant. 

Les variants fonctionnels de P element de reponse selon Pinvention, peuvent etre tout 
derive ou fragment de la sequence native conservant la capacite de Her le recepteur 
LRH-1. Generalement, les variants conservent au moins 50% des residus de la 
sequence native decrite dans la presente demande. Classiquement, les variants 

25 possedent des modifications affectant moins de 5 nucleotides dans la sequence 
consideree. Preferentiellement, il s'agit d'un sequence identique a 60% au moins, de 
maniere preferentielle a 75% au moins et de maniere encore plus preferentielle a 
90% au moins a la sequence native decrite dans la presente demande. 
Les variants peuvent comporter differents types de modifications tels qu'une ou 

30 plusieurs mutations ponctuelles ou non, additions, deletions et/ou substitutions. 

Ces modifications peuvent etre introduites par les methodes classiques physiques, 
chimiques ou de la biologie moleculaire, telles que notamment la mutagenese dirigee 
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ou, plus pratiquement, par synthese artificielle de la sequence dans un synthetiseur. 

Les variants peuvent etre testes pour leur capacite de liaison a LRH-1 de differentes 
fatpons, et notamment : 

5 

(i) par mise en contact de la sequence test avec le recepteur LRH-1 (par 
exemple dans un test acellulaire), et detection de la formation d'un complexe (par 
exemple par retard de migration sur gel) ; 

(ii) par insertion de la sequence test dans une cassette d' expression 
10 comprenant un promoteur minimal et un gene rapporteur, introduction de la 

cassette dans une cellule, et detection (le cas echeant dosage) de P expression du 
gene rapporteur en presence et en P absence de LRH-1 ; 

(iii) par toute autre technique connue de Phomme du metier, permettant de 
mettre en evidence Pinteraction entre un acide nucleique et une proteine, par 

15 exemple. 

L'invention a encore pour objet des variants inactifs des elements de reponse definis 
ci-dessus, notamment des variants essentiellement incapables de lier le recepteur 
LRH-1. Des exemples de tels variants sont notamment la sequence SEQ ID NO : 2. 
20 Ces variants inactifs peuvent etre prepares et testes dans les conditions decrites ci- 
dessus pour les variants fonctionnels. 

Les variants selon Pinvention possedent avantageusement la capacite d'hybrider 
avec la sequence SEQ ID NO : 1 ou une partie de celle-ci. 

25 B. Methodes de selection, d'identification et de caracterisation de composes 
qui modulent le transport inverse du cholesterol. 

L'invention decrit des methodes d'identification de composes qui modulent (i.e., 
augmentent ou diminuent) le transport inverse du cholesterol. Ces composes peuvent 
30 agir en alterant la liaison de LRH-1 a son ou ses ligands ou a son ou ses 
corepresseurs et coactivateurs, etc.. lis peuvent encore modifier, voir supprimer, la 
liaison de LRH-1 seul ou de LRH-1 et de ses cofacteurs, a son ou ses element(s) de 
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reponse et ainsi modifier P expression du gene humain de l'apo AI. La fixation de 
LRH-1 a P element de reponse present a la jonction des regions B et C du promoteur 
de l'apo AI (SEQ ID NO: 3 et 4) augmente ainsi la transcription du gene humain de 
l'apo AI et stimule le transport inverse du cholesterol. L'utilisation de composes 
5 capables d'augmenter la fixation de LRH-1 a cet element de reponse, ou LRH-1 joue 
le role d'activateur permet done d'augmenter la transcription du gene humain de 
Papo AI et de stimuler le transport inverse du cholesterol. 

La presente invention decrit ainsi de nouvelles methodes pour la selection, 
Identification ou la caracterisation de composes capables d'augmenter le transport 
1 0 inverse du cholesterol. 

1. Methodes basees sur un criblage d'expression. 

La presente invention concerne vine methode pour la selection, Identification ou la 
15 caracterisation de composes capables de moduler le transport inverse du cholesterol, 
qui comprend : 

(i) la mise en contact d'un compose test avec une cellule hote comprenant une 
cassette d'expression d'un gene rapporteur, ladite cassette comprenant un gene 

20 rapporteur place sous le controle d'un promoteur contenant au moins une copie 

d'un element de reponse a LRH-1 du promoteur du gene humain de l'apo AI ou 
d'un variant fonctionnel de celui-ci, et 

(ii) la determination de P expression du gene rapporteur. 

25 Preferentiellement, la methode selon Pinvention comprend : 

(i) la mise en contact d'un compose test avec une cellule hote comprenant une 
cassette d'expression d'un gene rapporteur, ladite cassette comprenant un gene 
rapporteur place sous le controle d'un promoteur comprenant, comme unique 
30 element de reponse a LRH-1, au moins une copie de P element de reponse a 

LRH-1 du promoteur du gene humain de Papolipoproteine AI constitue de la 
sequence (SEQ ID NO : 1) suivante : 5'-CTGATCCTTGAAC-3', et 
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(ii) la determination de l'effet de la presence du compose test sur la liaison de 
LRH-1 a T element de reponse ou sur V expression du gene rapporteur. 

La presente invention concerne par ailleurs une methode pour la selection, 
5 1'identiflcation ou la caracterisation de composes capables de moduler le transport 
inverse du cholesterol, qui comprend : 

(i) la mise en contact, en presence du recepteur LRH-1 exogene ou d'un 
equivalent fonctionnel de celui ci, d'un compose test avec une cellule hote 

10 comprenant une cassette d' expression d'un gene rapporteur, ladite cassette 

comprenant un gene rapporteur place sous le controle d'un promoteur contenant 
au moins une copie d'un element de reponse a LRH-1 du promoteur du gene 
humain de l'apo AI ou d'un variant fonctionnel de celui-ci, et 

(ii) la determination de l'effet de la presence du compose test sur la liaison de 
1 5 LRH-1 a Pelement de reponse ou sur l'expression du gene rapporteur. 

Encore plus preferentiellement, la methode selon Pinvention comprend : 

(i) la mise en contact, en presence du recepteur LRH-1 exogene ou d'un 
20 equivalent fonctionnel de celui ci, d'un compose test avec une cellule hote 

comprenant une cassette d'expression d'un gene rapporteur, ladite cassette 
comprenant un gene rapporteur place sous le controle d'un promoteur 
comprenant, comme unique element de reponse a LRH-1, au moins une copie de 
1' element de reponse a LRH-1 du promoteur du gene humain de 
25 l'apolipoproteine AI constitue de la sequence (SEQ ID NO : 1) suivante : 5'- 

CTGATCCTTGAAC-3 ' , et 

(ii) la determination de l'effet de la presence du compose test sur la liaison de 
LRH-1 a l'element de reponse ou sur l'expression du gene rapporteur. 

30 Les methodes selon l'invention, prevoient plus specifiquement la mise en contact 
d'un compose test avec une construction d'acide nucleique ou une cassette 
d'expression comprenant au moins une copie d'un element de reponse a LRH-1 
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(SEQIDNO : 1). 

Un objet particulier de Tinvention concerne une cassette d' expression comprenant au 
moins une copie du fragment d'acide nucleique SEQ ID NO : 1, et un promoteur 
associe a un gene rapporteur place sous le controle dudit promoteur. 

Un autre objet particulier de Pinvention concerne une cassette d'expression 
comprenant au moins une copie mutee du fragment d'acide nucleique SEQ ID NO : 
1, et un promoteur associe a un gene rapporteur place sous le controle dudit 
promoteur. 

Selon un mode d'execution particulier des methodes de Tinvention, il est en outre 
prevu de comparer les effets eventuels, determines grace a Tune de ces methodes 
avec ceux, eventuels, determines grace a une methode realisee dans les memes 
conditions mais avec une construction d'acide nucleique comprenant au moins un 
variant inactif (par exemple, une copie mutee) d'un element de reponse a LRH-1 du 
promoteur du gene codant pour l'apo AI humain (SEQ ID NO : 2) ou d'un variant 
fonctionnel de ce dernier. 

Selon un autre mode d'execution particulier des methodes de Tinvention, la cellule 
hote comprend un ligand de LRH-1 ou un equivalent fonctionnel de celui-ci. 
Les precedes de Tinvention peuvent etre mis en oeuvre avec differents types de 
cellules, de promoteurs, de genes rapporteurs, et dans differentes conditions, comme 
il est decrit ci-apres. 

a) Mise en contact des composes avec la cellule hote 

Certaines methodes de criblage, decrites par Tinvention, prevoient une etape de mise 
en contact du compose test, eventuellement en presence du recepteur LRH-1 
exogene ou d'un equivalent fonctionnel de celui ci, avec des cellules hotes, dans des 
conditions particulieres qui permettent de determiner Texpression dans lesdites 
cellules d'un gene rapporteur et d'obtenir ainsi une information concernant Teffet du 
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compose test. 

Preferentiellement, Le recepteur LRH-1 est introduit ou ajoute artificiellement de 
maniere a avoir au moins 2 fois la quantite de LRH-1 endogene. II peut s'agir d'un 
equivalent de LRH-1 a savoir toute sequence d'acides amines identique a 60% au 
moins a celle du recepteur LRH-1, de maniere preferentielle a 75% au moins et de 
maniere encore plus preferentielle a 90-95% au moins. 

Classiquement, l'effet du compose test est compare au niveau d' expression du gene 
rapporteur determine en F absence dudit compose (et/ou avec un element de reponse 
mute). 

Les methodes selon Finvention comprennent, selon un mode particulier de 
realisation, la determination du niveau d' expression du gene rapporteur en presence 
du compose test et en F absence dudit compose, une augmentation ou une diminution 
du niveau d'expression du gene rapporteur signalant F aptitude du compose test a 
moduler le transport inverse du cholesterol. 

Ces cellules, dans un mode prefere de Finvention, peuvent etre des cellules de 
mammiferes (hepatocytes, fibroblastes, cellules endothelials, musculaires, etc.). De 
maniere encore plus preferee, ces cellules peuvent etre des cellules humaines. II peut 
egalement s'agir de cultures primaires ou de lignees etablies. Dans un autre mode de 
mise en oeuvre, il est possible egalement d'utiliser des cellules procaryotes 
(bacteries), des cellules de levure (Saccharomyces, Kluyveromyces, etc.), des 
cellules vegetales, etc. 

Les composes peuvent etre mis au contact des cellules a differents moments, selon 
leur(s) effet(s), leur concentration, la nature des cellules et F appreciation technique. 
Le contact peut etre effectue sur tout support approprie et notamment sur une plaque, 
dans un tube ou une flasque. Generalement, la mise en contact est realisee dans une 
plaque multipuits ce qui permet de conduire, en parallele, des essais nombreux et 
varies. Parmi les supports typiques on trouve des plaques de microtitration et plus 
particulierement des plaques 96 ou 384 puits (ou plus), faciles a manipuler et sur 
lesquels la revelation peut etre obtenue grace a une stimulation classique. 
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Selon le support et la nature du compose test, des quantites variables de cellules 
peuvent etre utilisees lors de la mise en oeuvre des methodes decrites. De maniere 
classique, 10 3 a 10 6 cellules sont mises en contact avec un type de compose test, dans 
un milieu de culture approprie, et de maniere preferentielle entre 10 4 et 10 5 cellules. 
A titre d'exemples, dans une plaque de 96 puits, 10 5 cellules peuvent etre incubees 
dans chaque puit avec une quantite voulue d'un compose test. Dans une plaque de 
384 puits, moins de 10 5 cellules et typiquement entre lxlO 4 et 4xl0 4 cellules sont 
generalement incubees dans chaque puit avec le compose test. 

La quantite (ou la concentration) de compose test peut etre ajustee par l'utilisateur 
selon le type de compose (sa toxicity sa capacite de penetration cellulaire, etc.), le 
nombre de cellules, la longueur de la periode d'incubation, etc. Generalement, les 
cellules sont exposees a des quantites de composes test qui varient de InM a ImM. II 
est bien sur possible de tester d'autres concentrations sans devier de la presente 
invention. Chaque compose peut de plus etre teste en parallele a differentes 
concentrations. 

Differents adjuvants et/ou vecteurs et/ou produits facilitant la penetration des 
composes dans les cellules tels que des liposomes, des lipides cationiques, des 
polymeres, de la penetratine, du Tat PDT, des peptides issus d'adenovirus (penton ou 
fibres) ou d'autres virus, etc. peuvent en outre etre utilises si necessaire. 

Le contact est maintenu entre 5 et 72 heures, generalement entre 12 et 48 heures. En 
effet, les cellules et les divers reactifs doivent de preference rester en contact 
suffisamment longtemps pour permettre la synthese de novo du produit d'expression 
du gene rapporteur. De maniere preferee, Pincubation dure environ 36 heures. 

b) Determination de Pactivite des composes. 

La methode proposee par l'invention pour selectionner, identifier ou caracteriser des 
composes capables de moduler le transport inverse du cholesterol prevoit la 
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transformation des cellules hotes avec une cassette d' expression d'un gene 
rapporteur. 

Ledit gene rapporteur peut etre notamment tout gene codant et exprimant un produit 
dont Pactivite ou la presence, dans des extraits biologiques, peut etre mesuree, i.e., 
detectee ou dosee, ou dont le produit de transcription peut etre mesure. II peut s'agir, 
par exemple, du gene codant pour Papo AI humaine lui-meme, ou encore du gene 
codant pour la luciferase et plus particulierement pour la luciferase de luciole ou 
pour celle de Renilla, pour la phosphatase alcaline secretee, la galactosidase, la 
lactamase, la Chloramphenicol acetyl transferase (CAT), Phormone de croissance 
humaine (hGH), la p-glucuronidase (Glue), la Green fluorescent protein (GFP) etc. II 
est entendu que le terme « gene » designe, au sens large, tout acide nucleique, 
notamment un ADNc, un ADNg, un ADN synthetique, un ARN, etc. 

Le gene rapporteur, quel qu'il soit, est place sous le controle d'un promoteur 
comprenant au moins une copie d'un element de reponse a LRH-1 tel que defini ci- 
avant. 

Le gene rapporteur peut done etre place sous le controle de tout promoteur dont la 
sequence comprend la sequence SEQ ID NO : 1 ou un variant fonctionnel de celle- 
ci. Cette sequence particuliere peut etre presente a raison d'une ou de plusieurs 
copies dans le promoteur (preferentiellement 1 a 10 et encore plus preferentiellement 
1 a 6), en amont, en aval ou en interne, dans la meme orientation ou dans 
Porientation opposee. 

Preferentiellement, le promoteur selon P invention comprend, comme unique element 
de reponse a LRH-1, au moins une copie de Pelement de reponse a LRH-1 du 
promoteur du gene humain de Papolipoproteine AI constitue de la sequence (SEQ 
ID NO : 1) suivante : 5'-CTGATCCTTGAAC-3'ou un variant fonctionnel de celle 
ci. 

Preferentiellement, il s'agit d'un promoteur dont le differentiel d'activite en 
Pabsence et en presence de LRH-1 ou d'un equivalent fonctionnel peut etre detecte. 

Pour la realisation d'un promoteur de Pinvention, Pelement de reponse a LRH-1 
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peut etre associe a un promoteur minimal transcriptionnel. Le promoteur minimal est 
un promoteur transcriptionnel ayant une activite basale faible ou inexistante, et 
susceptible d'etre augmentee en presence d'un activateur transcriptionnel 
(P interaction de LRH-1 avec la jonction des regions B et C). Un promoteur minimal 
5 peut done etre un promoteur naturellement faible dans les cellules de mammifere, 
e'est-a-dire produisant une expression non toxique et/ou non suffisante pour obtenir 
un effet biologique prononce. Avantageusement, un promoteur minimal est une 
construction preparee a partir d 9 un promoteur natif, par deletion de region(s) non 
essentielle(s) a Pactivite transcriptionnelle. Ainsi, il s'agit de preference d'un 

10 promoteur comprenant essentiellement une boite TATA, generalement d'une taille 
inferieure a 160 nucleotides, centree autour du codon d'initiation de la transcription. 
Un promoteur minimal peut ainsi etre prepare a partir de promoteurs viraux, 
cellulaires, forts ou faibles, tels que par exemple le promoteur du gene de la 
thymidine kinase (TK) du virus de Pherpes (HSV-TK), le promoteur immediat du 

15 CMV, le promoteur PGK, le promoteur du gene codant pour Papolipoproteine AI 
humaine, le promoteur SV40, etc. Le promoteur minimal peut avoir une activite 
suffisamment elevee pour permettre d'identifier des composes qui augmentent 
1' activation par LRH-1, via les regions B et C par exemple. 

Le promoteur (P), P element de reponse a LRH-1 (ER) et le gene rapporteur (GR) 
20 sont agences de maniere fonctionnelle dans la cassette d' expression, e'est-a-dire de 
sorte que le promoteur minimal controle l'expression dudit gene et que son activite 
soit regulee par LRH-1. Generalement, ces regions sont done disposees dans Pordre 
suivant, dans Porientation 5'->3' : ER-P-GR. Toutefois, tout autre agencement 
fonctionnel peut etre envisage par Phomme du metier sans departir de la presente 
25 invention. 

En outre, les differents domaines fonctionnels ci-dessus peuvent etre lies directement 
les uns aux autres, ou separes par des nucleotides n'affectant pas significativement le 
caractere fonctionnel de la cassette d' expression ou permettant de conferer des 
caracteristiques ou performances ameliorees au systeme (amplificateur, silencer, 
30 intron, site d'epissage, etc.). 

La methode de selection, d'identification et de caracterisation de composes capables 
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de moduler le transport inverse du cholesterol prevoit une etape de determination de 
l'expression du gene rapporteur. II peut s'agir d'une determination de l'activite 
transcriptionnelle. A cette fin, TARN total est extrait des cellules en culture dans des 
conditions experimentales d'une part et dans une situation temoin d' autre part. Cet 
5 ARN est utilise comnie sonde pour analyser, par exemple, les changements dans 
I' expression du ou des gene(s) rapporteur(s). 

II peut egalement s'agir d'une revelation de l'expression du gene rapporteur a l'aide 
d'un substrat adapte. Cette revelation peut etre obtenue a l'aide de techniques variees 
dont la nature depend du type de gene rapporteur utilise. La mesure peut, par 
10 exemple, correspondre a une densite optique, a une emission fluorescente ou 
luminescente dans le cas d'une utilisation comme gene rapporteur du gene codant 
pour la p-galactosidase ou la luciferase. 

Dans un mode particulier, l'expression du gene rapporteur est mesuree a travers le 
niveau d'hydrolyse d'un substrat du produit d' expression du gene rapporteur. Par 

15 exemple, de nombreux substrats peuvent etre utilises pour evaluer l'expression de la 
p-lactamase. II peut notamment s'agir de tout produit contenant un noyau p-lactame 
et dont l'hydrolyse peut etre controlee. Les substrats preferes sont ceux specifiques 
de la p-lactamase (i.e., ils ne sont generalement pas hydrolyses dans les cellules de 
mammiferes en l'absence de P-lactamase), ceux qui ne sont pas toxiques a Pegard 

20 des cellules de mammiferes et/ou dont le produit d'hydrolyse peut etre controle 
facilement, par exemple par des methodes basees sur la fluorescence, la 
radioactivite, une activite enzymatique ou toute autre methode de detection. 
Des substrats encore plus preferes sont les substrats ratiometriques. L'hydrolyse de 
ces substrats peut etre directement reliee a l'activite du produit d'expression du gene 

25 rapporteur par le nombre de cellules. Un substrat ratiometrique specifique et non 
toxique utilisable dans la presente invention est le CCF2-AM. 

La concentration du substrat peut etre ajustee par Phomme du metier en fonction du 
nombre de cellules, par exemple. Les cellules sont generalement maintenues en 
contact avec le substrat pendant environ 60 minutes. 
30 La presence du produit du gene rapporteur (ou du produit d'hydrolyse du substrat) 
peut etre determinee par des methodes classiques connues de Phomme du metier 
(fluorescence, D.O., luminescence, FRET (voir WO 0037077), SPA, biopuces, 
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methodes immunologiques, etc.). 

Generalement, on determine Pactivite d'un compose test dans une cellule et cet effet 
est compare au niveau d'activite en P absence de compose test ou a une valeur 
moyenne determinee en P absence de tout compose test. 
5 La mesure de 1'hydrolyse implique essentiellement une mesure (ou la determination 
de la quantite relative) du produit d'hydrolyse contenu dans chaque echantillon 
reactionnel. Cette mesure peut etre realisee grace a differentes techniques connues de 
rhomme du metier, incluant la detection d'une fluorescence, d'une radioactivite, 
d'une couleur, d'une activite enzymatique, d'un immun complexe antigene- 

10 anticorps, etc. De maniere preferee, le produit d'hydrolyse est detecte et quantifie 
grace a une technique de detection de fluorescence. Des fluorochromes varies 
peuvent ainsi etre utilises et controles sur des echantillons de cellules. 
Un test secondaire permettant de valider, chez P animal, la selection des composes, 
peut aussi etre realise grace a la determination de la quantite d'HDL exprimees ou 

15 grace a la determination d'une variation significative du transport inverse du 
cholesterol au niveau de cellules traitees avec lesdits composes par cpmparaison 
avec des cellules non traitees. II est egalement possible de mesurer le taux 
plasmatique de cholesterol et/ou de determiner 1' expression hepatique de Papo AL 

20 Selon un mode prefere de realisation de Pinvention, la cellule hote comprend 
egalement un ligand de LRH-1. La designation « ligand de LRH-1 » s' applique 
egalement aux facteurs de transcription, aux co-activateurs et co-represseurs, ainsi 
qu'aux autres polypeptides impliques dans la machinerie de regulation de 
1' expression de genes. II peut s'agir, par exemple, d 5 autres recepteurs comme RXR 

25 ou les recepteurs aux hormones nucleaires. 

Selon un autre mode prefere de realisation de Pinvention, on utilise dans les 
methodes selon Pinvention, et comme indique precedemment, une cellule hote 
comprenant le recepteur LRH-1 ou un equivalent fonctionnel. La presence du 
30 recepteur LRH-1 permet de reproduire une situation physiologique et permet 
d'identifier, grace aux methodes precedemment decrites, des composes capables de 
moduler les interactions entre LRH-1 et Pun et/ou Pautre de ses element(s) de 
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reponse, tel(s) que divulgue(s) par la presente invention, ou entre LRH-1 et un ou 
plusieurs ligand(s) de LRH-1 . 

Les methodes selon l'invention permettent de determiner le niveau d' expression du 
5 gene rapporteur, selon Tune des techniques connues de Phomme du metier decrites 
precedemment, en presence du compose test et/ou en F absence dudit compose, une 
augmentation ou une diminution du niveau d' expression du gene rapporteur 
signalant F aptitude du compose test a moduler le transport inverse du cholesterol. 

10 L'invention peut done etre mise en oeuvre a Faide d'une construction, d'une cassette 
ou d'une cellule selon l'invention utilisee pour le criblage in vitro de composes 
capables de moduler Factivite des HDL. 

Comme indique precedemment, ces methodes permettent le criblage, rapide et en 
15 parallele, de nombreux composes test sur une ou plusieurs populations cellulaires 
(cellules de mammifere, cellules humaines telles que, par exemple, des hepatocytes, 
cellules procaryotes, etc.). Ces methodes sont predictives, automatisables et adaptees 
a la selection, Pidentification et la caracterisation desdits composes. 
Une forme particuliere de mise en oeuvre du precede de criblage utilise les methodes 
20 classiques d'identification de clones qui expriment des proteines qui Kent PADN. II 
peut s'agir par exemple de cribler des banques d'expression d'ADNc dans A,gtll ou 
d'utiliser la methode dite du « One Hybrid » ou du « Phage Display », ou encore de 
pratiquer une purification par chromatographie d'affinite. La ou les proteine(s) 
isolee(s) sont ensuite sequencees. 

25 

2. Methodes basees sur un test de liaison. 

L'invention conceme egalement une methode pour la selection, Pidentification ou la 
caracterisation de composes capables de moduler (i.e. augmenter ou diminuer) le 
30 transport inverse du cholesterol, basee sur la mesure de la liaison d'un compose test 
a Pun ou a plusieurs elements de reponse. Cette methode comprend plus 
particulierement : 
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la mise en contact d'un compose test avec une construction d'acide nucleique 
comprenant au moins vine copie d'un element de reponse a LRH-1 du 
promoteur du gene humain de l'apo AI ou d'un variant fonctionnel de celui- 
ci, et 

- la determination de la liaison eventuelle dudit compose test sur P element de 
reponse. 

Preferentiellement, la methode selon l'invention comprend : 

- la mise en contact d'un compose test avec une construction d'acide nucleique 
comprenant, comme unique element de reponse a LRH-1 , au moins une copie 
de 1 5 element de reponse a LRH-1 du promoteur du gene humain de 
l'apolipoproteine AI constitue de la sequence (SEQ ID NO : 1) suivante : 
5'-CTGATCCTTGAAC-3', et 

- la determination de la liaison eventuelle dudit compose test sur Pelement de 
reponse. 

Une autre methode selon l'invention comprend : 

- la mise en contact, en presence du recepteur LRH-1 exogene ou d'un 
equivalent fonctionnel de celui-ci, d'un compose test avec une construction 
d'acide nucleique comprenant au moins une copie d'un element de reponse a 
LRH-1 du promoteur du gene humain de l'apo AI ou d'un variant fonctionnel 
de celui-ci, et 

- la determination de la liaison du compose test sur le et/ou les element(s) de 
reponse a LRH-1 et/ou sur le complexe forme par la liaison de LRH-1 a son 
et/ou ses element(s) de reponse. 

Encore plus preferentiellement, la methode selon l'invention comprend : 

- la mise en contact, en presence du recepteur LRH-1 exogene ou d'un 
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equivalent fonctionnel de ce dernier, d'un compose test avec une construction 
d'acide nucleique comprenant, comme unique element de reponse a LRH-1, 
au moins une copie de F element de reponse a LRH-1 du promoteur du gene 
humain de Fapolipoproteine AI constitue de la sequence (SEQ ID NO : 1) 
suivante : 

5'-CTGATCCTTGAAC-3\ et 
- la determination de la liaison eventuelle dudit compose test sur F element de 
reponse a LRH-1 et/ou sur le complexe forme par la liaison de LRH-1 a son 
element de reponse. 

Un mode prefere de realisation de Finvention consiste a etablir la capacite dudit 
compose test a moduler la liaison de LRH-1 a 1' element de reponse, en determinant 
la quantite de LRH-1 liee en presence du compose test par rapport a cette quantite en 
F absence de compose test. Un test de competition utilisant la technique FP 
(Fluorescence Polarization), connue de Fhomme du metier, peut ainsi s'appliquer 
efficacement dans le cadre de cette determination. 

Un compose test capable de moduler la liaison de LRH-1 a F element de reponse 
pourra faire Fobjet d'un test ulterieur de sa capacite a moduler Fexpression d'un 
gene rapporteur et/ou le transport inverse du cholesterol, selon Fune des methodes 
decrites precedemment. 

La liaison du compose test sur Fun au moins des elements de reponse a LRH-1 peut 
etre mise en evidence grace a une migration sur gel, par electrophorese des 
heterodimeres formes suite a la mise en oeuvre de la methode decrite ci-dessus. 
Certains composes tests sont effectivement susceptibles de porter un site de liaison a 
FADN en grande partie identique a celui de LRH-1 et d'exercer ainsi une 
competition avec celui-ci. 

L' electrophorese permet de distinguer directement les heterodimeres LRH-1 /element 
de reponse a LRH-1, des heterodimeres compose test/element de reponse a LRH-1 et 
des elements de reponse a LRH-1. 

D'autres methodes basees sur la luminescence ou utilisant la technique FRET 
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) bien connue de Fhomme du metier ou la 
technique SPA (Scintillation Proximity Assay), peuvent etre mises en oeuvre dans le 
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cadre de la presente invention pour determiner la liaison eventuelle du compose test 
sur Pun et/ou Pautre element(s) de reponse a LRH-1. 

Dans un mode particulier, la construction d'acide nucleique comprend au moins 1 
copie, de preference de 2 a 5 copies de la sequence SEQ ID NO :1 ou d'un variant 
fonctionnel de celle-cL Les composes tests capables d'activer (c'est-a-dire 
d'augmenter au moins partiellement) la liaison de LRH-1 sur cette construction 
permettent d'activer V expression du gene rapporteur et constituent des candidats 
pour stimuler le transport inverse du cholesterol. 

Selon un mode d' execution particulier des methodes de l'invention, il est en outre 
prevu de comparer les effets eventuels, determines grace a l'une de ces methodes 
avec ceux, eventuels, determines grace a une methode realisee dans les memes 
conditions mais avec une construction d'acide nucleique comprenant au moins un 
variant inactif (par exemple, une copie mutee) d'un element de reponse a LRH-1 du 
promoteur du gene codant pour l'apo AI humain (SEQ ID NO : 2) ou d'un variant 
fonctionnel de ce dernier. De maniere preferee, la construction d'acide nucleique est 
constitute d'au moins une copie mutee de l'element de reponse a LRH-1 du 
promoteur du gene codant pour l'apolipoproteine AI humaine, constitue de la 
sequence (SEQ ID NO :1) suivante : 5'-CTGATCCTTGAAC-3\ ladite copie mutee 
etant essentiellement incapable de lier le recepteur LRH-L 

C. Activite des HDL et de l'apolipoproteine AI. 

Les methodes decrites precedemment pour la selection, 1'identification ou la 
caracterisation de composes capables de moduler (i.e. augmenter ou diminuer) 
l'expression d'un gene rapporteur et/ou le transport inverse du cholesterol sont 
preferentiellement utilisees pour le criblage de composes capables d'augmenter le 
transport inverse du cholesterol et peuvent, selon un autre mode de realisation de 
l'invention, etre utilisees pour la selection, 1'identification ou la caracterisation de 
composes capables de moduler l'activite des HDL et/ou l'expression de l'apo AI. 
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D. Composes test. 

La presente invention peut etre appliquee a tout type de compose test. Ainsi, le 
compose test peut etre tout produit qui se presente sous une forme isolee ou en 
melange avec d'autres produits. Le compose peut etre defini en termes de structure 
et/ou de composition ou ne pas etre defini. Le compose peut, par exemple, etre un 
produit isole et structurellement defini, un produit isole de structure indefinie, un 
melange de produits connus et caracterises ou vine composition indefinie comprenant 
un ou plusieurs produits. Un ou plusieurs composes peuvent ainsi etre testes, en 
melange ou de maniere separee. De telles compositions indefinies peuvent etre, par 
exemple, des echantillons de tissus, des fluides biologiques, des surnageants 
cellulaires, des preparations vegetales, etc. Les composes test peuvent etre des 
produits inorganiques ou organiques et notamment un polypeptide (ou vine proteine 
ou un peptide), un acide nucleique, un lipide, un polysaccharide, un compose 
chimique ou biologique tel qu'un facteur nucleaire, un cofacteur ou tout melange ou 
derive de ces derniers. Le compose peut etre d'origine naturelle ou synthetique et 
inclure vine banque combinatoire, un clone ou une banque de clones d'acides 
nucleiques exprimant un ou plusieurs polypeptide(s) liant l'ADN, etc. 

La presente invention est particulierement adaptee a la selection, 1' identification ou 
la caracterisation d'un nombre important de composes. Ce criblage simple et efficace 
peut etre accompli en un laps de temps tres court. Les methodes decrites peuvent en 
particulier etre partiellement automatisees, autorisant ainsi le criblage efficace et 
simultane de composes divers et nombreux, soit sous forme de melange soit sous 
forme separee. 

E. Utilisation des composes identifies. 

Les composes identifies selon Pinvention presentent des proprietes avantageuses 
pour une utilisation therapeutique, notamment dans le domaine de Patherosclerose. 
L'invention prevoit ainsi l'utilisation d'un compose capable de moduler (i.e., 
augmenter ou diminuer) la liaison de LRH-1 et/ou de ses cofacteurs aux elements de 
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reponse du promoteur du gene codant pour Papo AI humaine ou d'un variant 
fonctionnel de celui-ci (en particulier a la sequence SEQ ID NO :1 ou un variant 
fonctionnelle de celle-ci), pour la preparation d'une composition destinee a moduler 
(i.e., augmenter ou diminuer) le transport inverse du cholesterol. Selon un autre 
mode de realisation de Pinvention, cette utilisation peut etre destinee a moduler (i.e., 
augmenter ou diminuer) Pactivite des HDL ou a moduler Pexpression de Papo AI. 
Un autre mode de realisation de Pinvention prevoit Putilisation d'un compose 
capable de moduler (i.e. augmenter ou diminuer) Peffet de LRH-1 sur la 
transcription du gene humain de Papo AI ou d'un variant fonctionnel de celui-ci, 
pour la preparation d'une composition destinee a moduler (i.e. accroitre) le transport 
inverse du cholesterol et/ou a moduler (i.e., augmenter ou diminuer) Pactivite des 
HDL. 

Selon un mode de realisation prefere de Pinvention il s'agit d'un compose chimique 
ou d'un compose biologique. Selon un autre mode prefere, il s'agit d'un facteur 
nucleaire ou d'un cofacteur. Selon un mode encore plus prefere, il s'agit d'un clone 
exprimant un ou plusieurs polypeptide(s) liant PADN. D'une maniere generate, il 
peut s'agir de tout compose selectionne, identifie ou caracterise selon Pune des 
methodes precedemment decrites. 

L'invention inclut Putilisation de tout compose (ou derives desdits composes) 
selectionne, identifie ou caracterise selon Pune des methodes precedemment 
decrites, dans le cadre de la presente invention, comme cible de recherches 
experimentales ou pour la fabrication de compositions pharmaceutiques destinees a 
augmenter le transport inverse du cholesterol ou a traiter Phypercholesterolemie, 
Patherosclerose, les desordres lipidiques et/ou les affections cardio-vasculaires, ainsi 
que lesdites compositions pharmaceutiques. 

D'autres avantages et applications de la presente invention apparaitront a la lecture 
des exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme purement illustratifs et 
non limitatifs. 
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LEGENDES DES FIGURES 

Figure 1 : Effet de la sur-expression de LRH-1 sur Pactivite du promoteur de l'apo 
AI humaine dans les cellules HepG2 (URL: unite relative de 
luminescence). 



10 



15 



Figure 2 : 



Figure 3 



Figure 4 A/B: 



Effet de la sur-expression de LRH-1 sur Pactivite du promoteur de l'apo 
AI humaine dans les cellules RK13 (URL : unite relative de 
luminescence). 

Retard stir gel montrant l 5 identification d'un element de reponse a LRH-1 
situe a la jonction des regions B et C du promoteur de l'apo AI humaine. 
Les complexes separes, apparaissant sur le gel d'electrophorese, sont 
identifies dans Pexemple 3. 

Retard sur gel montrant ^identification d'un element de reponse a 
LRH-1 compris dans le fragment -144/- 122 du promoteur de 
PapoAI humaine. 



20 Figure 5 



Effet de la surexpression de LRH-1 sur Pactivite du promoteur de l'apo 
AI humaine mute ou non dans les cellules HuH7 (URL : unite relative de 
luminescence). 



25 



Figure 6 : Effet de la surexpression de LRH-1 sur Pactivite de differents mutants du 
promoteur de l'apo AI humaine dans les cellules HuH7. 
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Figure 7 A/B : Le site de fixation de LRH-1 du promoteur du gene codant pour 

l'Apo AI humaine est different du site de fixation de FXR du 

promoteur du gene codant pour l'Apo AI humaine. 
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SEQUENCES 

SEQ ID NO : 1 (Element de reponse a LRH-1 du promoteur du gene de l'Apo AI 
humaine)5'-CTGATCCTTGAAC-3 ' 

SEQ ID NO :2 (Element de reponse a LRH-1 mut6 du promoteur du gene de l'apo 
Alhumaine) 

5 ' -CTGATTGTTGAAC-3 ' 

SEQ ID NO : 3 (Region B du promoteur du gene de l'apo AI humaine) 
5'- 

GCAGCCCCCGCAGCTTGCTGTTTGCCCACTCTATTTGCCCAGCCCCAGGGACA 
GAGCTGATCCTT -3' 

SEQ ID NO: 4 (Region C du promoteur du gene de 1'apoAI humaine): 
5'- 

GAACTCTTAAGTTCCACATTGCCAGGACCAGTGAGCAGCAACAGGGCCG 
GGGCTGGGCTTATC AGCCTCCCAGCCCAGACCCTGGCT -3 ' 

SEQ ID NO : 5 (Promoteur de l'apo AI - j04066 (apoAI gene) 1819-2167) 
5'- 

gggagacctgcaagcctgcagcactcccctcccgcccccactgaacccttgacccctgccctgcagcccccgcagcttgctgt 
ttgcccactctatttgcccagccccagggacagagctgatccttgaactcttaagttccacattgccaggaccagtgagcagcaa 
cagggccggggctgggcttatcagcctcccagcccagaccctggctgcagacataaataggccctgcaagagctggctgctt 
agagactgcgagaaggaggtgcgtcctgctgcctgccccggtcactctggctccccagctcaaggttcaggccttgccccagg 

ccgggcctctgggtac-3 ' 

SEQ D3 NO : 6 (promoteur Tk - M80483 (pBLCAT5) 38-204 ; J02224 (Herpes 
simplex) 302-462) 
5'- 

tgccccgcccagcgtcttgtcattggcgaattcgaacacgcagatgcagtcggggcggcgcggtccaggtccacttcgcatatt 
aaggtgacgcgtgtggcctcgaacaccgagcgaccctgcagcgacccgcttaacagcgtcaacacgtgccgcagatcacga 
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g-3' 

SEQ ID NO : 7 (sequence sens de hCyp7a wt ): 
5 ' -G ATCTCTTAGTTC AAGGCC AGTT AG-3 ' 

SEQ ID NO : 8 (sequence antisens de hCyp7a wt ): 
5 ' -GATCCTAACTGGCCTTGAACT AAG A-3 ' 

SEQ ID NO : 9 (sequence sens hCyp 7 a mut): 
5 ' -GATCTCTTAGTTCAATTCCAGTTAG-3 ' 

SEQ ID NO : 10 (sequence antisens hCyp 7 a mut): 
5 ' -GATCCTAACTGGAATTGAACTAAGA-3 ' 

SEQ ID NO : 11 (sequence sens LHRE_ApoAl_h_5): 
5'-GATCCGCAGCCCCCGCAGCTTGCTGTA-3 ' 

SEQ ID NO : 12 (sequence antisens LHRE_ApoAl_h_5): 
5 ' -GATCTAC AGC AAGCTGCGGGGGCTGCG-3 ' 

SEQ ID NO : 13 (sequence sens LHRE_ApoAl_h_6): 
5'-GATCCTTGCCCACTCTATTTGCCCAGCCCCAA-3' 

SEQ ID NO : 14 (sequence antisens LHREApo A 1 _h_6) : 
5 ' -GATCTTGGGGCTGGGCAAATAG AGTGGGC AAG-3 ' 

SEQ ID NO : 15 (sequence sens LHRE_ApoAl_h_7): 
5 '-GATCCGGGACAGAGCTGATCCTTGAACTA-3 ' 

SEQ ID NO : 16 (sequence antisens LHREApo A 1 _h_7) : 
5 '-GATCTAGTTCAAGGATCAGCTCTGTCCCG-3 ' 



WO 2005/064014 



29 



PCT/FR2004/003373 



SEQ ID NO : 17 (sequence sens LHRE_ApoAl_h_8): 
5 ' -GATCC AGCTTGCTGTTTGCCCACTCTATA-3 ' 

SEQ ID NO : 18 (sequence antisens LHRE_ApoAl_h_8): 
5 5 ' -GATCTATAGAGTGGGCAAACAGCAAGCTG-3 ' 

SEQ ID NO : 19 (sequence sens utilisee pour la mutagenese de ABCmutLuc+): 
5'- ggacagagctgattgttgaactcttaagttccacattgcc -3' 

1 0 SEQ ID NO : 20 (sequence antisens utilisee pour la mutagenese de ABCmutLuc+): 
5'- cttaagagttcaacaatcagctctgtccctggggctgg —3 ' 

SEQ ID NO : 21 (sequence sens FXRRE_ApoAl_h_l): 
5'- CAGAGCTGATCCTTGAACTCTTAAGTT-3 ' 

15 

SEQ ID NO : 22 (sequence antisens FXRRE_AppAl_h_l): 
5'- AACTTAAGAGTTCAAGGATCAGCTCTG-3 ' 

SEQ ID NO : 23 (sequence sens FXRRE_ApoAl_h_l_mut): 
20 5'- CAGAGCTGATCCTTGAAGTGTTAAGTT -3' 

SEQ ID NO : 24 (sequence antisens FXRRE_ApoAl_h_l_mut): 
5'- AACTTAACACTTCAAGGATCAGCTCTG -3' 

25 SEQ ID NO : 25 (sequence sens LRHRE-ApoAl mut): 
5'- GATCCGGGACAGAGCTGATTGTTGAACTA - 3' 

SEQ ID NO : 26 (sequence antisens LRHRE-ApoAl mut): 
5'- GATCTAGTTCAACAATCAGCTCTGTCCCG - 3' 

30 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Effet de la sur-expression de LRH-1 sur Pactivite du promoteur de 
5 Papo AI humaine dans les cellules HepG2* 

L' exemple 1 montre que la sur-expression de hLRH-1 augmente Pactivite du fragment - 
254/+91 (qui comporte les regions A, B et C) du promoteur de Papo AI, clone en amont 
du gene rapporteur luciferase. 

10 Des cellules HepG2 sont co-transfectees par la technique de lipofection (JetPEI selon les 
indications du fournisseur) avec 100 ng du vecteur pCI-hLRH-1 qui permet la sur- 
expression de LRH-1 ou du vecteur vide pCI utilise comme controle negatif et 250 ng 
d'un vecteur rapporteur note ABCLuc-f qui permet P expression du gene rapporteur 
luciferase sous le controle du fragment 254/+91 du promoteur de Papo AI (comprenant 

15 les regions A, B, C du promoteur de hApo AI, note ABCLuc+) ou 250 ng du vecteur 
rapporteur exempt de promoteur comme controle (note Luc+). Ces constructions sont 
obtenues par Pechange du gene rapporteur CAT des constructions decrites 
precedemment [16] avec le gene rapporteur Luciferase extrait du plasmide pGL3 de 
Promega (Madison, WI, USA) comme decrit precedemment [17]. La quantite totale 

20 d'ADN transfecte est etablie a 500ng a Paide du plasmide pBKS-h Apres 3 heures de 
transfection, les cellules sont incubees dans le milieu de culture pendant 36 heures. 
L'activite Luciferase est ensuite mesuree comme decrit precedemment [17] en presence 
ou en absence de la proteine LRH-1. 

25 La figure 1 montre une augmentation d'un facteur 2 de Pactivite Luciferase par la sur- 
expression de LRH-1 lorsque les cellules HepG2 sont transferees par la construction 
ABCLuc+ . Cette augmentation n'est pas observee lorsque les cellules sont transferees 
avec la construction controle Luc-f depourvue de promoteur. 

30 Exemple 2 : Effet de la sur-expression de LRH-1 sur Pactivite du promoteur de 
Papo AI humaine dans les cellules RK13 

L' exemple 2 montre que la sur-expression de hLRH-1 augmente Pactivite des fragments 
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-254/+91 (qui comporte les regions A,B et C) et -192/4-21 (qui comporte les regions B et 
C) du promoteur de Papo AI mais pas des fragments -128/4-91 (qui comporte la region 
C) et -40/4-91 (qui ne comporte que le promoteur minimum), clones en amont du gene 
rapporteur luciferase. 

Des cellules RK13 sont co-transfectees par la technique de lipofection (JetPEI selon les 
indications du fournisseur) avec 100 ng du vecteur pCI-hLRH-1 qui permet la sur- 
expression de LRH-1 ou du vecteur vide pCI utilise comme controle negatif et 250 ng 
d'un vecteur rapporteur qui permet Pexpression du gene rapporteur luciferase sous le 
controle des fragments -254/+91 (comprenant les regions A, B et C, notees ABCLuc+) , 
-192/4-91 (comprenant les regions B et C, notees BCLuc+), -128/4-91 (comprenant la 
region C, notee CLuc+) ou -40/4-91 (comprenant le promoteur minimum pmin, note 
pmin) du promoteur de Papo AI ou 250 ng du vecteur rapporteur depourvu de promoteur 
comme controle (note Luc+). Ces constructions sont obtenues par Pechange du gene 
rapporteur CAT des constructions decrites precedemment [16] avec le gene rapporteur 
Luciferase extrait du plasmide pGL3 de Promega (Madison, WI, USA) comme decrit 
precedemment [17]. La quantite totale d'ADN transfecte est etablie a 500 ng a Paide du 
plasmide pBKS-h Apres 3 heures de transfection, les cellules sont incubees dans le 
milieu de culture pendant 36 heures. L'activite Luciferase est ensuite mesuree comme 
decrit precedemment [17] en presence ou en absence de la proteine LRH-1 . 

La figure 2 montre qu'en presence de LRH-1, Pexpression du gene codant pour la 
luciferase place sous le controle du promoteur de PApo AI humain comprenant les 
regions A, B, C et le promoteur minimum (ABCLuc+ - fragment -254/4-91) est 
augmentee d'un facteur 12 dans les cellules RK13 qui n'expriment pas le recepteur LRH- 
1 de maniere endogene. U expression de la luciferase controlee par une construction 
comprenant les regions B, C et le promoteur minimum (BCLuc+ -fragment -192/+91) du 
promoteur de PApo AI humain est augmentee d'un facteur 15. L' expression de la 
luciferase controlee par une construction comprenant la region C et le promoteur 
minimum (CLuc+ - fragment -128/4-91) du promoteur de PApo AI humain n'est pas 
affectee. L' expression de la luciferase controlee par une construction comprenant 
seulement le promoteur minimum (pmin - fragment -40/4-91) du promoteur de PApo AI 
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humain n'est que legerement stimulee d'un facteur 2. 

Nous n'observons egalement pas d'activation de V expression de la luciferase lorsque les 
cellules RK13 sont transferees avec le vecteur rapporteur Luc+ depourvu de sequence 
promotrice. 

L 9 expression du gene apoAI est done bien regulee par la proteine LRH-1. II existe en cis 
un site situe au niveau de la region B du promoteur du gene apoAI humain permettant la 
fixation en trans de la proteine LRH-1 . 

Exemple 3 : Identification d'un site de fixation de LRH-1 dans le promoteur de 
Fapo AI humaine 

L' exemple 3 montre que LRH-1 se fixe sur le fragment -144/-122 du promoteur du gene 
humain de Papo AI. 

La proteine hLRH-1 est produite in vitro a l'aide du kit TNT-T7 lysat de reticulocyte 
de lapin de Promega (ref. L4610) et du vecteur pCI-LRH-1. Des oligonucleotides 
doubles brins correspondants a l'element de reponse a LRH-1 present sur le gene Cyp7a , 
note hCyp7a wt, [sens: 5 9 -GATCTCTTAGTTCAAGGCCAGTTAG-3 9 (SEQ ID NO: 7) 
et anti-sens: 5 9 -GATCCTAACTGGCCTTGAACTAAGA-3 9 (SEQ ID NO:8)], 
au meme element de reponse mute, note hCyp 7 a mut, [sens: 5'- 
GATCTCTTAGTTCAATTCCAGTTAG-3 9 (SEQ ID NO: 9) et anti-sens: 5'- 
GATCCTAACTGGAATTGAACTAAGA-3 9 (SEQ ID NO: 10], 

au fragment -191/-171, note LRHRE_ApoAl_h_5, [sens: 5'- 
GATCCGCAGCCCCCGCAGCTTGCTGTA-3 9 (SEQ ID NO: 11) et anti-sens: 5 9 - 
GATCTACAGCAAGCTGCGGGGGCTGCG-3 9 (SEQ ID NO: 12)], au fragment 
-178/-145, note LRHRE_ApoAl Ji_6, [sens: 

5 9 -GATCCTTGCCCACTCTATTTGCCCAGCCCCAA-3 9 (SEQ ID NO: 13) et anti- 
sens: 

5 9 -GATCTTGGGGCTGGGCAAATAGAGTGGGCAAG-3 9 (SEQ ID NO: 14)], au 
fragment 

-144/-122 sauvage, note LRHRE_ApoAl_h_7, ou mute, note LRHRE_ApoAl mut, 
[respectivement sens: 5 9 -GATCCGGGACAGAGCTGATCCTTGAACTA-3 9 (SEQ ID 
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NO: 15) et anti-sens : 5 ' -GATCTAGTTCAAGGATC AGCTCTGTCCCG-3 5 (SEQ ID 
NO: 16), sens 5'- GATCCGGGACAGAGCTGATTGTTGAACTA - 3' (SEQ ID NO : 
25) et antisens 

5'- GATCTAGTTCAACAATCAGCTCTGTCCCG - 3' (SEQ ID NO : 26)] et au 
5 fragment et au fragment -180/-158, note LRHRE_ApoAl_h_8 ? [sens: 
5'-GATCCAGCTTGCTGTTTGCCCACTCTATA-3 5 (SEQ ID NO: 17) et anti-sens: 
5'-GATCTATAGAGTGGGCAAACAGCAAGCTG-3' (SEQ ID NO:18)] du promoteur 
du gene humain de Papo AI (SEQ ID NO: 5) ont ete prepares comme decrit 
precedemment [16], et marques avec du [y- 32 P]-ATP a Paide de la polynucleotide kinase. 

10 

2 jllI de lysat de reticulocyte de lapin programmes par hLRH-1 sont incubes pendant 15 
minutes a temperature ambiante dans un volume final de 20|il de tampon qui contient 10 
mM HEPES, 2,5 mM MgCl 2 , 10% glycerol, 2,5 mg/ml BSA, 50 mM NaCl et 0,5 mM 
DTT avec 2,5 jig de polydl-dC et 1 fxg d'ADN de sperme de hareng en presence des 

15 oligonucleotides doubles brins marques (0,5 ng). Les complexes sont ensuite separes par 
electrophorese sur gel non denaturant dans du tampon TBE 0,25X. 

La figure 3 montre un complexe LRH-1/ADN specifique lorsque la proteine LRH-1 
produite in vitro est incubee en presence d'un oligonucleotide double brin marque 

20 correspondant a 1' element de reponse a LRH-1 present au niveau du gene Cyp7a 
(hCyp7a wt). Par contre, aucun complexe n'est detecte en presence de 1 9 oligonucleotide 
double brin marque correspondant dont 1' element de reponse est mute (hCyp7a mut). La 
figure 3 montre egalement qu' aucun complexe ADN/LRH-1 n'est detecte avec les 
oligonucleotides doubles brins correspondant aux fragments -191/- 171 

25 (LRHRE_ApoAlJi_5), -178/-145 (LRHRE_ApoAl_h_6), et -180/-158 
(LRHRE ApoAl _h_8), du promoteur du gene humain de Papo AI. Par contre, la figure 

3 montre la presence d'un complexe ADN/LRH-1 specifique lorsque 1' oligonucleotide 
double brin marque correspond au fragment -144/- 122 (LRHRE_ApoAlJti_7) du 
promoteur du gene humain de Papo AI. Ce fragment est situe a cheval sur les regions B 

30 et C du promoteur du gene humain de Papo AI et comporte, sur le brin antisens, la 
sequence TCAAGGATC proche de la sequence consensus TCAAGGTCA d'un element 
de reponse a LRH-1. Cet element est fonctionnel du fait que la figure 3 montre que 
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P oligonucleotide double brin correspondant dont la sequence TCAAGGATC est mutee 
(TCAACAATC) est incapable de former un complexe avec LRH_l(LRHRE_ApoAl 
mut). 

Exemple 4 : Le fragment -144/-122 du promoteur du gene humain de Papo AI est 
un element de reponse de faible affinite a LRH-1 

L' exemple 4 montre que le fragment -144/- 122 du promoteur du gene humain de Papo 
AI est un site a faible affinite pour LRH-1 . 

La proteine hLRH-1 est produite in vitro a Paide du kit TNT-T7 lysat de reticulocyte de 
lapin de Promega (ref. L4610) et du vecteur pCI-LRH-L Des oligonucleotides doubles 
brins correspondants a 1' element de reponse a LRH-1 present sur le gene Cyp7a (note 
LRH-l-Sonde Cyp7a) ou au fragment sauvage -144/-122 (ApoAl JiJ7) du promoteur du 
gene humain de Papo AI (SEQ ID NO : 4 ) ont ete prepares comme decrit precedemment 
[16], et marques avec du [y- 32 P]-ATP a l'aide de la polynucleotide kinase. 2 \xl de lysat 
de reticulocyte programmes par hLRH-1 sont incubes pendant 15 minutes a 4°C dans un 
volume final de 20^1 de tampon qui contient 10 mM HEPES, 2,5 mM MgCl 2 , 10% 
glycerol, 2,5 mg/ml BSA, 50 mM NaCl et 0,5 mM DTT avec 2,5 ^g de polydl-dC et 1 
jag d'ADN de sperme de hareng en presence des oligonucleotides doubles brins non 
marques en exces (10X, 50 X et 100X) par rapport a la sonde marquee utilisee (0,5 ng). 
Les oligonucleotides doubles brins marques (0,5ng) sont ensuite ajoutes au melange et 
incubes a temperature ambiante pendant 15 minutes avant que les complexes soient 
ensuite separes par electrophorese sur gel non denaturant dans du tampon TBE 0,25X. 

La figure 4A montre qu'un oligonucleotide double brin non radioactif correspondant au 
fragment -144/-122 du promoteur du gene humain de Papo AI deplace piartiellement le 
complexe forme entre LRH-1 et un oligonucleotide double brin marque correspondant a 
P element de reponse a LRH-1 present au niveau du gene Cyp7a. Par contre, la figure 4A 
ne montre aucun deplacement du complexe forme entre LRH-1 et un oligonucleotide 
double brin marque correspondant a P element de reponse a LRH-1 present au niveau du 
gene Cyp7a par un oligonucleotide double brin non radioactif correspondant au fragment 
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-144/- 122 mute du promoteur du gene humain de Papo AI. 

La figure 4B montre qu'un oligonucleotide double brin non radioactif correspondant a 
P element de reponse a LRH-1 present au niveau du gene Cyp7a deplace totalement le 
complexe forme entre LRH-1 et un oligonucleotide double brin marque correspondant au 
5 fragment -144/- 122 du promoteur du gene humain de l'apo AI. Par contre, la figure 4B 
ne montre aucun deplacement du complexe forme entre LRH-1 et un oligonucleotide 
double brin marque correspondant au fragment -144/- 122 du promoteur du gene humain 
de Papo AI par un oligonucleotide double brin non radioactif correspondant a P element 
de reponse mute a LRH-1 present au niveau du gene Cyp7a. La comparaison des 
10 resultats presentes dans les figures 4A et B indique que Paffinite pour LRH-1 du 
fragment -144/- 122 du promoteur du gene humain de Papo AI est inferieure a celle de 
P element de reponse a LRH-1 present au niveau du gene Cyp7a. 

Exemple 5 : Effet de la surexpression de LRH-1 sur l'activite du promoteur de 
15 Papo AI humaine mute ou non dans les cellules HuH7o 

L' exemple 5 montre que la mutation du site TCAAGGATC present dans le fragment - 
144/. 122 du promoteur du gene humain de Papo AI reduit la sensibilite a LRH-1 d'une 
construction qui comporte le fragment -254/+91 du promoteur du gene humain de Papo 
20 AI. 

Des cellules HuH7 sont co-transfectees par la technique de lipofection (JetPEI selon les 
indications du fournisseur) avec 100 ng du vecteur pCI-hLRH-1 qui permet la sur- 
expression de LRH-1 ou du vecteur vide pCI utilise comme controle negatif et 50 ng 

25 d'un vecteur rapporteur qui permet Texpression du gene rapporteur luciferase sous le 
controle du fragment -254/+91 comprenant les regions A, B et C sauvage du promoteur 
de Papo AI (notees ABC Luc+), sous le controle du fragment -254/+91 comprenant les 
sites A, B et C du promoteur de l'apo AI dont le site TCAAGGATC est mute (notes 
ABCmutLuc-b), sous le controle du fragment -192/+91 comprenant les regions B et C du 

30 promoteur de hApo AI (note BCLuc+), sous le controle du fragment -128/+91 
comprenant la region C du promoteur de l'apo AI (note Cluc+), sous le controle du 
fragment -40/+91 comprenant le promoteur minimum de Papo AI (note pmin) ou 50 ng 
du vecteur rapporteur depourvu de promoteur comme controle (note Luc+). 
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La construction ABCmutLuc+ est obtenue par mutagenese dirigee de la construction 
ABCLuc+ sauvage, a Paide du kit Quick Change Site directed mutagenesis (Stratagene) 
correspondant aux sequences sens SEQ ID NO 19 et antisens SEQ ID NO 20. 

5 La figure 5 montre une augmentation d'un facteur 5,8 de Pactivite Luciferase par la sur- 
expression de LRH-1 lorsque les cellules HuH7 sont transfectees par la construction 
ABCLuc+ et de 2,6 lorsque les cellules HuH7 sont transfectees par la construction 
BCLuc-h Cette augmentation n'est pas ou peu observee lorsque les cellules sont 
transfectees avec les constructions comprenant les sites A, B et C du promoteur de Papo 
10 AI dont le site TCAAGGATC est mute (ABCmutLuc+), la region C du promoteur de 
l'apo AI (Cluc-K), le promoteur minimum de Papo AI (pmin) ou la construction 
depourvue de promoteur (Luc+). 

L'exemple 5 montre que le site TCAAGGATC present dans le fragment -144/-122 du 
promoteur du gene humain de Papo AI sensibilise celui-ci a LRH-1. 

15 

Exemple 6 : Effet de la surexpression de LRH-1 sur Pactivite de differents 
mutants du promoteur de Papo AI humaine dans les cellules HuH7. 

L'exemple 6 montre que la mutation du site TCAAGGATC present dans le fragment - 
20 144/- 122 reduit la sensibilite a LRH-1 d'une construction qui comporte le fragment - 
254/+91 du promoteur du gene humain de Papo AI clone en amont du gene rapporteur 
luciferase contrairement a la mutation de Pelement de reponse a FXR du promoteur du 
gene humain de Papo AI adjacent. 

25 Des cellules HuH7 sont co-transfectees par la technique de lipofection (JetPEI selon les 
indications du fournisseur) avec lOOng du vecteur pCI-hLRH-1 qui permet la sur- 
expression de LRH-1 ou du vecteur vide pCI utilise comme controle negatif et 50 ng 
d'un vecteur rapporteur qui permet Texpression du gene rapporteur luciferase sous le 
controle du fragment -254/+91 comprenant les regions A, B et C sauvage du promoteur 

30 de Tapo AI (notees ABC Luc+ et ABCpGL3), sous le controle du fragment -254/+91 
comprenant les sites A, B et C du promoteur de l'apo AI dont le site TCAAGGATC est 
mute (notes ABCmutLuc+ - cf.exemple 5), sous le controle du fragment -254/+91 
comprenant les sites A, B et C du promoteur de Papo AI dont Pelement de reponse a 
FXR est mute (notes ABCpGLSFXREKO), sous le controle du fragment -192/+91 
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comprenant les regions B et C du promoteur de hApo AI (notees BCLuc+ et BCpGL3), 
sous le controle du fragment -192/+91 dont P element de reponse a FXR est mute (note 
BCpGLSFXREKO), sous le controle du fragment -128/+91 comprenant la region C du 
promoteur de Tapo AI (note Cluc+), sous le controle du fragment -40/+91 comprenant le 
5 promoteur minimum de Papo AI (note pmin) ou 50 ng des vecteur rapporteurs 
depourvus de promoteur comme controle (notes Luc+ et pGL3). 

La construction ABCpGL3 a ete obtenue par sous-clonage du fragment -254/+91 du 
promoteur du gene de PapoAI du vecteur ABCLuc+ (digestion par Sall/SphI) dans le 

10 vecteur pGL3 de Promega (digere par XhoI/SphI). La construction ABCpGL3 FXREKO 
a ete obtenue par sous-clonage du fragment mute -254/+91 du promoteur du gene de 
PapoAI du vecteur ABCLuc+FXREKO decrit precedemment [18] (digestion par 
Sall/SphI) dans le vecteur pGL3 (digere par XhoI/SphI). Les constructions BCpGL3 et 
BCpGLSFXREKO ont ete obtenues par digestion partielle et re-ligation des 

1 5 constructions ABCpGLS et ABCpGL3FXREKO, respectivement. 

La figure 6 montre une augmentation d'un facteur 4,8 de Pactivite Luciferase par la sur- 
expression de LRH-1 lorsque les cellules HuH7 sont transfectees par la construction 
ABCLuc+, de 2.1 lorsque les cellules HuH7 sont transfectees par la construction 

20 BCLuc+, de 8.7 lorsque les cellules HuH7 sont transfectees par la construction 
ABCpGLS, de 11.5 lorsque les cellules HuH7 sont transfectees par la construction 
ABCpGL3 FXREKO, de 1,9 lorsque les cellules HuH7 sont transfectees par la 
construction BCpGLS et de 2.4 lorsque les cellules HuH7 sont transfectees par la 
construction BCpGL3FXREKO. Cette augmentation n'est pas ou peu observee lorsque 

25 les cellules sont transfectees avec les constructions comprenant les sites A, B et C du 
promoteur de Tapo AI dont le site TCAAGGATC est mute (ABCmutLuc+) 5 la region C 
du promoteur de l'apo AI (Cluc+), le promoteur minimum de I'apo AI (pmin) ou les 
constructions depourvues de promoteur (Luc+ et pGL3). 

L'exemple 6 montre que le site TCAAGGATC present dans le fragment -144/- 122 du 
30 promoteur du gene humain de Papo AI sensibilise celui-ci a LRH-1. La presence de 
Pelement de reponse a FXR adjacent a Pelement de reponse a LRH ne semble pas 
necessaire a la reponse a LRH. 
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Bien que physiquement proches, ces elements de reponse sont done fonetionnellement 
distincts. 

Exemple 7 : Le site de fixation de LRH-1 du promoteur du gene codant pour PApo 
AI humaine est different du site de fixation de FXR du promoteur du 
gene codant pour PApo AI humaine. 

L' exemple 3 montre que LRH-1 se fixe sur le fragment -144/- 122 du promoteur du gene 
codant pour PApo AI humaine. 

L' exemple 7 montre que le site de fixation de LRH-1 du promoteur du gene codant pour 
P Apo AI humaine est different du site de fixation de FXR du promoteur du gene codant 
pour 1* Apo AI humaine. 

Les proteines LRH-1 et FXR sont produites in vitro a Paide du kit TNT-T7 (lysat de 
reticulocyte de lapin de Promega ; ref. L4610) et des vecteurs pCI-LRH-1 et pCDNAS- 
FXR. 

Des experiences de retard sur gel sont realisees dans les memes conditions 
experimentales que dans 1' exemple 3 avec des oligonucleotides doubles brins 
correspondants : 

a Pelement de reponse a LRH-1 present sur le gene Cyp7a , note hCyp7a wt ? [sens: 5'- 
GATCTCTTAGTTCAAGGCCAGTTAG-3 9 (SEQ ID NO: 7) et anti-sens: 5'- 
GATCCTAACTGGCCTTGAACTAAGA-3 ' (SEQ IDNO:8)], 

a Pelement de reponse de FXR du promoteur du gene humain de Papo AI, 
FXRRE_ApoAl_h_l, [sens: 5'- C AGAGCTGATCCTTGAACTCTTAAGTT-3 ' (SEQ 
ID NO: 21) et anti-sens: 5'- AACTTAAGAGTTC AAGGATCAGCTCTG-3 * (SEQ ID 
NO: 22)], 

au meme element de reponse mute, note FXRRE_ApoAlJi_l_mut, [sens: 5'- 
AACTTAAGAGTTC AAGGATCAGCTCTG-3' (SEQ ID NO: 23) et anti-sens: 5'- 
AACTTAACACTTC AAGGATCAGCTCTG-3 ' (SEQ ED NO: 24], 
et au fragment -144/-122 du promoteur du gene humain de Papo AI sauvage, note 
LRHRE_ApoAl__h_7, ou mute, note LRHREApoAl mut, [respectivement sens: 5'- 
GATCCGGGACAGAGCTGATCCTTGAACTA-3 * (SEQ ID NO: 15) et anti-sens : 5'- 
GATCTAGTTCAAGGATCAGCTCTGTCCCG-3' (SEQ ID NO: 16), sens 5'- 
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GATCCGGGACAGAGCTGATTGTTGAACTA - 3' (SEQ ID NO : 25) et antisens 
5'- GATCTAGTTCAACAATCAGCTCTGTCCCG - 3 5 (SEQ ID NO : 26)]. 

La figure 3 et la figure 7B montrent un complexe LRH-1/ADN specifique lorsque la 
5 proteine LRH-1 produite in vitro est incubee en presence d'un oligonucleotide double 
brin marque correspondant a T element de reponse a LRH-1 present au niveau du gene 
Cyp7a (hCyp7a wt). Par contre, aucun complexe n'est detecte en presence de 
T oligonucleotide double brin marque correspondant dont Pelement de reponse est mute 
(hCyp7a mut) (figure 3). 

10 La figure 3 montre egalement la presence d'un complexe ADN/LRH-1 specifique lorsque 
la proteine LRH-1 est incubee en presence de P oligonucleotide double brin marque 
correspondant au fragment -144/- 122 (LRHRE_Apo A l_h_7) du promoteur du gene 
humain de Papo AI et ne montre plus la presence de ce complexe avec P oligonucleotide 
double brin correspondant dont la sequence TCAAGGATC est mutee (LRHRE Apo A 1 

15 mut). 

La figure 7A montre qu'aucun complexe ADN/FXR n'est detecte lorsque la proteine 
FXR produite in vitro est incubee en presence des oligonucleotides doubles brins 
marques correspondant au fragment -144/- 122 (LRHRE_ApoAl _h_7) du promoteur du 

20 gene humain de Papo AI et au meme fragment mute (LRHREApoAl mut). En 
revanche, la figure 7A montre la presence d'un complexe ADN/FXR specifique lorsque 
la proteine FXR produite in vitro est incubee en presence d'un oligonucleotide double 
brin marque correspondant a Pelement de reponse a FXR du promoteur du gene humain 
de Papo AI (FXRRE_Ap o A 1 Jti_l ) et ne montre plus la presence de ce meme complexe 

25 lorsque la proteine FXR est incubee avec ce meme element de reponse mute 
(FXRRE_ApoAl_h_l_mut). 

La figure 7B montre la presence d'un complexe ADN/LRH-1 specifique lorsque la 
proteine LRH-1 produite in vitro est incubee en presence d'un oligonucleotide double 
30 brin marque correspondant a Pelement de reponse a FXR du promoteur du gene humain 
de Papo AI (FXRRE_Ap o A 1 Jh_l ) ou avec ce meme element de reponse mute 
(FXRRE_ApoAl_h_l_jnut). 
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Ainsi, des mutations affectant 1' element de reponse a FXR du promoteur du gene humain 
de l'apo AI n'affectent pas la liaison de LRH-1 a son element de reponse tandis que cette 
meme mutation affecte la fixation de FXR sur son element de reponse situe sur le 
promoteur du gene humain de l'apo AL L'exemple 7 montre done que les site de 
fixation de LRH-1 et de FXR du promoteur du gene humain de l'apo AI sont distincts. 
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REVENDICATIONS 



1 . Methode pour la selection, Pidentification ou la caracterisation de composes capables 
de moduler le transport inverse du cholesterol, qui comprend : 

- la mise en contact d'un compose test avec une construction d'acide nucleique 
comprenant, comme unique element de reponse a LRH-1, au moins une copie de 
Pelement de reponse a LRH-1 du promoteur du gene humain de l'apolipoproteine 
AI constitue de la sequence (SEQ ID NO: 1) suivante : 
5'-CTGATCCTTGAAC-3', et 

- la determination de la liaison eventuelle dudit compose test sur Pelement de 
reponse. 

2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que la mise en contact est 
effectuee en presence du recepteur LRH-1 exogene ou d'un equivalent fonctionnel de 
ce dernier, et en ce que Pon determine la liaison eventuelle dudit compose test sur 
Pelement de reponse a LRH-1 et/ou sur le complexe forme par la liaison de LRH-1 a 
son element de reponse. 

3. Methode pour la selection, Pidentification ou la caracterisation de composes capables 
de moduler le transport inverse du cholesterol, qui comprend : 

- la mise en contact d'un compose test avec une cellule hote comprenant une 
cassette d' expression d'un gene rapporteur, ladite cassette comprenant un 
gene rapporteur place sous le controle d'un promoteur comprenant, comme 
unique element de reponse a LRH-1, au moins une copie de Pelement de 
reponse a LRH-1 du promoteur du gene humain de l'apolipoproteine AI 
constitue de la sequence (SEQ ID NO: 1) suivante: 
5'-CTGATCCTTGAAC-3 ', et 

- la determination de l'effet de la presence du compose test sur la liaison de 
LRH-1 a Pelement de reponse ou sur Pexpression du gene rapporteur. 

4. Methode selon la revendication 3, caracterisee en ce que la cellule hote comprend un 
recepteur LRH-1 exogene ou un equivalent fonctionnel de ce dernier. 
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5. Methode selon Tune des revendications 3 ou 4, caracterisee en ce que la cellule hote 
comprend un ligand de LRH-1. 

6. Methode selon Tune des revendications 3 a 5 comprenant la determination du niveau 
d'expression du gene rapporteur en presence du compose test et en P absence dudit 
compose, une augmentation ou une diminution du niveau d 5 expression du gene 
rapporteur signalant P aptitude du compose test a moduler le transport inverse du 
cholesterol. 

7. Methode selon Tune des revendications 3 a 6, caracterisee en ce que la cellule hote 
est une cellule de mammifere. 

8. Methode selon la revendication 7, caracterisee en ce que la cellule de mammifere est 
une cellule humaine. 

9. Methode selon Tune des revendications 3 a 8, caracterisee en ce que le gene 
rapporteur est un gene codant un produit dont Pactivite ou la presence dans des 
extraits biologiques peut etre mesuree, notamment Tun des genes codant pour la 
luciferase, la phosphatase alcaline secretee, la galactosidase ou la lactamase. 

10. Methode selon Tune des revendications 3 a 9, caracterisee en ce que le promoteur est 
choisi parmi le promoteur HSV-TK, le promoteur immediat du CMV, le promoteur 
PGK, le promoteur du gene codant pour Papolipoproteine AI humaine et le promoteur 
SV40. 

11. Methode selon Pune des revendications 1 a 10, caracterisee en ce qu'un ou plusieurs 
composes sont testes, en melange ou de maniere separee. 

12. Methode selon Pune des revendications 1 a 1 1, caracterisee en ce que le compose test 
est une banque combinatoire. 

13. Methode selon la revendication 12, caracterisee en ce que le compose test est un clone 
ou une banque de clones d'acides nucleiques codant un ou plusieurs polypeptide(s) 
liantPADN. 
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14. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce 
que la mise en contact est realisee dans tme plaque multipuits. 

15. Methode selon Fune quelconque des revendications precedentes comprenant, en 
outre, la comparaison des effets eventuels determines grace a ladite methode avec 
ceux, eventuels, determines grace a une methode realisee dans les memes conditions 
mais avec une construction d'acide nucleique constitute d'au moins une copie mutee 
de 1' element de reponse a LRH-1 du promoteur du gene codant pour Fapolipoproteine 
AI humaine, constitue de la sequence (SEQ ID NO : 1) suivante : 
5'-CTGATCCTTGAAC-3 ', 

ladite copie mutee etant essentiellement incapable de lier le recepteur LRH-1. 

16. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, pour la selection, 
F identification ou la caracterisation de composes capables d'augmenter le transport 
inverse du cholesterol. 

17. Methode selon Fune quelconque des revendications 1 a 15, pour la selection, 
Fidentification ou la caracterisation de composes capables de moduler Factivite des 
HDL. 

18. Methode selon Fune quelconque des revendications 1 a 15, pour la selection, 
Fidentification ou la caracterisation de composes capables de moduler Fexpression de 
Fapolipoproteine AI. 

19. Utilisation d'un compose capable de moduler la liaison de LRH-1 et/ou de ses 
cofacteurs a F element de reponse du promoteur du gene codant pour 
Fapolipoproteine AI humaine ou d'un variant fonctionnel de celui-ci, pour la 
preparation d'une composition destinee a moduler le transport inverse du cholesterol. 

20. Utilisation d'un compose augmentant la liaison de LRH-1 et/ou de ses cofacteurs a la 
sequence SEQ ID NO : 1 ou un variant fonctionnel de celle-ci, pour la preparation 
d'une composition destinee a augmenter le transport inverse du cholesterol. 



WO 2005/064014 PCT/FR2004/003373 

46 

21. Utilisation d'un compose modulant la liaison de LRH-1 et/ou de ses cofacteurs h la 
sequence SEQ ID NO : 1 on un variant fonctionnel de celle-ci, pour la preparation 
d'une composition destinee a moduler Pactivite des HDL. 

22. Utilisation d'un compose augmentant la liaison de LRH-1 et/ou de ses cofacteurs a la 
sequence SEQ ID NO : 1 ou un variant fonctionnel de celle-ci, pour la preparation 
d'une composition destinee a augmenter Pactivite des HDL. 

23. Utilisation d'un compose modulant la liaison de LRH-1 et/ou de ses cofacteurs a la 
sequence SEQ ID NO : 1 ou un variant fonctionnel de celle-ci ? pour la preparation 
d'une composition destinee a moduler l'expression de P ApoAI. 

24. Utilisation d'un compose augmentant Peffet de LRH-1 et/ou de ses cofacteurs sur la 
transcription du gene humain de Papolipoproteine AI pour la preparation d'une 
composition destinee a moduler le transport inverse du cholesterol. 

25. Utilisation selon Pune des revendications 19 a 24 dans laquelle ledit compose est un 
compose biologique ou un compose chimique. 

26. Utilisation selon Pune des revendications 19 a 24, caracterisee en ce que le compose 
est un facteur nucleaire ou un cofacteur. 

27. Utilisation selon Pune des revendications 19 a 24, caracterisee en ce que le compose 
est un clone exprimant un ou plusieurs polypeptide(s) liant P ADN. 

28. Utilisation selon Pune des revendications 19 a 24, caracterisee en ce que le compose 
est un compose selectionne, identifie ou caracterise selon Pune des revendications 1 a 
18. 

29. Fragment d'acide nucleique caracterise par la sequence (SEQ ID NO : 1) suivante : 
5 ' -CTGATCCTTGAAC-3 ' . 



30. Cassette d' expression comprenant au moins une copie du fragment d'acide nucleique 
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selon la revendication 29, et un promoteur, choisi parmi le promoteur immediat du 
CMV et le promoteur PGK, associe a un gene rapporteur place sous le controle dudit 
promoteur. 

31. Utilisation d'une cassette selon la revendication 30, pour le criblage in vitro de 
composes capables de moduler Pactivite des HDL. 

32. Composition pharmaceutique comprenant un compose selectionne, identifie ou 
caracterise selon Tune des methodes revendiquees dans les revendications 1 a 18. 
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Figure 3 
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Figure 4B 
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Figure 7A 
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B0219WO SEQ LIST 
LISTE DE SEQUENCES 

<110> GEN FIT SA 

<120> Precede pour identifier des composes modulant le 
transport inverse du cholesterol. 

<130> B0219WO 

<140> 
<141> 

<160> 26 

<170> Patentin ver. 2.1 

<210> 1 
<2U> 13 
<212> ADN 

<213> sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: Element 
de reponse a LRH-1 du promoteur du gene de 1'Apo 
AI humaine. 

<400> 1 „ 
ctgatccttg aac « 

<210> 2 
<211> 13 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: Element 

de reponse a LRH-1 mute du promoteur du gene de 1'Apo AI humame. 

<400> 2 

ctgattgttg aac " 

<210> 3 
<2U> 65 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: Region B 
du promoteur du gene de 1'Apo AI humaine. 

< 400> 3 *n 
gcagcccccg cagcttgetg tttgcccact ctatttgccc agccccaggg acagagctga 60 

tcctt 65 

<210> 4 
<211> 87 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: Region C 
du promoteur du gene de 1 'Apo AI humaine. 

<400> 4 

gaactcttaa gttccacatt gccaggacca gtgagcagca acagggcegg ggctgggctt 60 
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<210> 5 
<211> 349 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Promoteur 
de l'Apo AI - j04066 (gene Apo AI) 1819-2167. 

<400> 5 

gggagacctg caagcctgca gcactcccct cccgccccca ctgaaccctt gacccctgcc 60 
ctgcagcccc cgcagcttgc tgtttgccca ctctatttgc ccagccccag ggacagagct 120 
gatccttgaa ctcttaagtt ccacattgcc aggaccagtg agcagcaaca gggccggggc 180 
tgggcttatc agcctcccag cccagaccct ggctgcagac ataaataggc cctgcaagag 240 
ctggctgctt agagactgcg agaaggaggt gcgtcctgct gcctgccccg gtcactctgg 300 
ctccccagct caaggttcag gccttgcccc aggccgggcc tctgggtac 349 



<210> 6 
<211> 166 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Promoteur 
Tk - M80483 (pBLCAT5) 38-204; 302224 (Herpes 
simplex) 302-462. 

<400> 6 

tgccccgccc agcgtcttgt cattggcgaa ttcgaacacg cagatgcagt cggggcggcg 60 
cggtccaggt ccacttcgca tattaaggtg acgcgtgtgg cctcgaacac cgagcgaccc 120 
tgcagcgacc cgcttaacag cgtcaacacg tgccgcagat cacgag 166 



<210> 7 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
sens de hcyp7a wt. 

<400> 7 

gatctcttag ttcaaggcca gttag 25 



<210> 8 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
antisens de hCyp7a wt. 

<400> 8 

gatcctaact ggccttgaac taaga 25 



<210> 9 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
sens hcyp 7 a mut. 

<400> 9 

gatctcttag ttcaattcca gttag 

<210> 10 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
antisens hcyp 7a mut. 

<400> 10 

gatcctaact ggaattgaac taaga 

<210> 11 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
sens LHRE_ApoAL_h-_ 5 - 

<400> 11 

gatccgcagc ccccgcagct tgctgta 

<210> 12 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
anti sens LHRE_j\poAl.Ji_5 . 

<400> 12 

gatctacagc aagctgcggg ggctgcg 

<210> 13 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
sens LHRE_ApoAl_h_6 ■ 

<400> 13 

gatccttgcc cactctattt gcccagcccc aa 

<210> 14 
<2U> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
anti sens LHRE_ApoAI Ji_6 . 
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<400> 14 

gatcttgggg ctgggcaaat agagtgggca ag 



<210> 15 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
sens LHRE_ApoAI_h__7 . 

<400> 15 

gatccgggac agagctgatc cttgaacta 



<210> 16 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
antisens LHRE_ApoAl_h_7 . 

<400> 16 

gatctagttc aaggatcagc tctgtcccg 



<210> 17 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
sens LHRE_J\poAI_jL8 . 

<400> 17 

gatccagctt gctgtttgcc cactctata 



<210> 18 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
antisens LHRE_j\poAi__Ju8 . 

<400> 18 

gatctataga gtgggcaaac agcaagctg 



<210> 19 
<211> 40 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
sens utilisee pour la mutagenese de ABCmutl_uc+. 

<400> 19 

ggacagagct gattgttgaa ctcttaagtt ccacattgcc 
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<210> 20 
<211> 38 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
antisens utilisee pour la mutagenese de 
ABCmutLuc+. 

<400> 20 

cttaagagtt caacaatcag ctctgtccct ggggctgg 38 



<210> 21 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
sens FXRRE__ApoAl__h_l . . 

<400> 21 

cagagctgat ccttgaactc ttaagtt 27 



<210> 22 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
antisens FXRRE_ApoAl_h_l ■ 

<400> 22 

aacttaagag ttcaaggatc agctctg 27 



<210> 23 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
sens FXRRE^poAlJvJLmut - 

<400> 23 

cagagctgat ccttgaagtg ttaagtt 27 



<210> 24 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
antisens FXRRE_^ApoALh_L_mut - 

<400> 24 

aacttaacac ttcaaggatc agctctg 27 
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<210> 25 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Sequence arti fici ell e 
<220> 

<223> Description de la sequence arti fici ell e: Sequence 
sens LRHRE-ApoAl mut. 

<400> 25 

gatccgggac agagctgatt gttgaacta 29 



<210> 26 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Sequence arti fici ell e 
<220> 

<223> Description de la sequence arti fici ell e: sequence 
antisens LRHRE-ApoAl mut. 

<400> 26 

gatctagttcaacaatcagctctgtcccg 29 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



ande Internationale n° 
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Cadre II Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire l'objet d'une recherchje 
(suite du point 2 de la premiere feuille) 



Conformement a I'article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait l'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. | | Les revendications n os 

se rapportent a un objet a I'egard duquel I'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. PH Les revendications n os 19 28, 32 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne rempiissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 

qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 

voir FEUILLE ANNEXEE PCT/ISA/210 



3. 1 1 Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 

troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre III Observations - lorsqu'il y a absence d 'unite de I'invention (suite du point 3 de la premiere feuille) 



L'administratlon chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 



1 . | I Comme toutes les taxes addition nelles ont ete payees dans les deiais par le deposant, ie present rapport de recherche 
' ' internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire l'objet d'une recherche. 

2. I I Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 

justifiant une taxe additionnelle, I'administration n'a solllcite le paiernent d'aucune taxe de cette nature. 



3. I | Comme une partie seulement des taxes addition nelles demandees a ete payee dans les deiais par le deposant, le present 

I 1 rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n 03 



4. I I Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les deiais par le deposant En consequence, le present rapport 

] 1 de recherche internationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 

couverte par les revendications n 05 



Remarque quant a la reserve | | Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan t. 

1 1 Le paiernent des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS IND1QUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre I I. 2 

Revendi cations nos.: 19-28, 32 



Les revendi cat ions 19-28 et 32 presentes ont trait des utilisations de 
composes (rev. 19-28) ou a une composition pharmaceutique (rev. 32) ou 
les composes utilises ou compris dans la composition sont definis par 
des proprietes souhai tables desdits composes ou bien par une methode de 
criblage permettant d' identifier lesdits composes. En I 5 absence de toute 
indication specifique quant a la nature desdits composes dans la 
presente demande, le manque de clarte au sens de 1 'Article 6 PCT qui 
s'en suit est d'une importance telle qu'une recherche significative de 
l'objet des revendi cations devient impossible. Par consequent, il n'a 
pas ete effectue de recherche quant a l'objet des revendications 19-28 
et 32. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications 
ayant trait aux inventions pour lesquelles aucun rapport de recherche n'a 
ete etabli ne peuvent faire obi igatoirement l'objet d'un rapport 
preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) PCT).Le deposant est averti que la 
ligne de conduite adoptee par 1'OEB agissant en qualite d' admini strati on 
chargee de 1'examen preliminaire international est, normal ement, de ne 
pas proceder a un examen preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait 
l'objet d'une recherche. Cette attitude restera inchangee, independamment 
du fait que les revendications aient ou n'aient pas ete modifiees, soit 
apres la reception du rapport de recherche, soit pendant une quelconque 
procedure sous le Chapitre II. Si la demande devait etre poursuivie dans 
la phase regionale devant TOEB, il est rappele au deposant qu'une 
recherche pourrait etre effectuee durant la procedure d'examen devant 
TOEB (voir Directive OEB C-VI, 8.5) a condition que les problemes ayant 
conduit a la declaration conformement a T Article 17(2) PCT aient ete 
resolus. 
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